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RESUMEN 
SUMMARY 
 
 
Resumen 
 
El asma, enfermedad crónica de las vías respiratorias, se caracteriza por la obstrucción variable del 
flujo aéreo, la hiperrespuesta bronquial y el remodelado de las vías respiratorias. Existen varios tipos 
celulares implicados en estos procesos, algunos de los cuales son los eosinófilos, las células epiteliales 
de las vías respiratorias y las células del músculo liso bronquial.  
Los eosinófilos, principal célula efectora del asma, son granulocitos que se caracterizan por contener 
numerosos gránulos en su interior. Se ha hipotetizado que alguno de estos gránulos pudiera 
corresponder con cuerpos multivesiculares involucrados en la biogénesis de los exosomas 
(nanovesículas extracelulares, de entre 30-100 nm de diámetro, implicadas en la comunicación 
intercelular). Estas vesículas pueden contener en su interior microARN (miARN), que son pequeños 
ARN no codificantes, con un papel fundamental en la regulación génica post-transcripcional. 
El presente trabajo tiene como objetivo principal demostrar la liberación de exosomas al exterior 
celular por parte de los eosinófilos circulantes y su posible papel en los procesos que caracterizan a 
la patología asmática. También se pretende identificar un perfil diferencial de miARN entre 
eosinófilos procedentes de sujetos sanos y de individuos asmáticos. 
Para desarrollar el estudio, se purificaron eosinófilos de sangre periférica de individuos sanos y de 
pacientes asmáticos. Tras su cultivo, se aislaron los exosomas liberados al medio por estas células, los 
cuales se emplearon en la realización de ensayos funcionales con los propios eosinófilos y células 
estructurales del pulmón: las células epiteliales de vías respiratorias pequeñas y las células del músculo 
liso bronquial. Por otro lado, se purificó el ARN total de los eosinófilos para estudiar, mediante 
secuenciación masiva, el perfil de miARN existente en los eosinófilos de ambos tipos de sujetos. 
En este estudio, se ha demostrado que los eosinófilos tienen cuerpos multivesiculares funcionales 
capaces de producir y secretar exosomas, siendo mayor esta secreción en eosinófilos procedentes de 
pacientes asmáticos que la de los eosinófilos de individuos sanos. En eosinófilos, los exosomas 
procedentes de pacientes asmáticos aumentan la capacidad de adhesión y de migración mediante el 
incremento de la expresión de moléculas de adhesión y del receptor CCR3. También son capaces de 
aumentar la producción y liberación de óxido nítrico y especies reactivas de oxígeno.  
Por otra parte, los exosomas de eosinófilos de pacientes con asma inducen apoptosis y retrasan la 
reparación del daño en las células epiteliales e incrementan la proliferación de las células del músculo 
liso bronquial. Además, aumentan la expresión génica de varias citocinas y mediadores pro-
inflamatorios (TNF, CCL26, POSTN, CCR3 y VEGFA) y modifican el estado de fosforilación de 
varios factores de señalización implicados en el asma (AKT, STAT3 y ERK1/2).  
Por último, se ha encontrado un perfil diferencial de miARN entre eosinófilos de sujetos sanos y de 
pacientes asmáticos capaz de distinguir ambos estatus. 
Como conclusión, los eosinófilos de pacientes asmáticos son capaces de liberar una mayor cantidad 
de exosomas, los cuales actúan sobre los propios eosinófilos y sobre otras células estructurales del 
pulmón, alterando diferentes procesos característicos de la patología asmática.
Summary 
 
Asthma, a chronic inflammatory disease of the airways, is characterized by variable airflow 
obstruction, bronchial hyperresponsiveness and airway remodeling. There are several cell types 
implicated in these processes, such as eosinophils, small airway epithelial cells and bronchial smooth 
muscle cells. 
Eosinophils are the main effector cell of asthma disease. These cells are granulocytes that are 
characterized by containing numerous intracellular granules. Probably, some of these granules could 
correspond to multivesicular bodies involved in the biogenesis of exosomes (extracellular 
nanovesicles, between 30-100 nm in diameter, implicated in intercellular communication). These 
vesicles may contain microRNA (miRNA), which are small non-coding RNA that play a fundamental 
role in post-transcriptional gene regulation. 
The main objective of this work is to demonstrate the release of exosomes to the extracellular 
medium by circulating eosinophils, and their possible roles in several processes that characterize the 
asthmatic pathology. We also try to identify a distinctive miRNA profile between eosinophils from 
healthy subjects and asthmatic patients. 
To develop this study, peripheral blood eosinophils were purified from healthy individuals and 
asthmatic patients. After eosinophil culture, the exosomes released into the microenvironment by 
these cells were isolated and were used to perform functional assays with the eosinophils from 
asthmatics and with structural lung cells: small airway epithelial cells and bronchial smooth muscle 
cells. In addition, total eosinophil RNA was purified to study, through next generation sequencing, 
the miRNA profile present in eosinophils from both subject groups. 
In this study, we demonstrated that eosinophils have functional multivesicular bodies that are able to 
produce and release exosomes. This release is greater in eosinophils from asthmatic patients than 
eosinophils from healthy individuals. According to the eosinophil functional assays, exosomes from 
asthmatic patients augment adhesion and migration ability by increasing expression of the adhesion 
molecules and the CCR3 receptor. They are also able to rise the production and secretion of nitric 
oxide and reactive oxygen species. 
On the other hand, eosinophil-derived exosomes from asthmatic patients induce apoptosis and delay 
the epithelial reparation in epithelial cells and increase the proliferation of bronchial smooth muscle 
cells. Moreover, these exosomes increase the gene expression of several pro-inflammatory mediators 
and cytokines (TNF, CCL26, POSTN, CCR3 and VEGFA), and they modify the phosphorylation 
levels of several signaling factors involved in asthma (AKT, STAT3 and ERK1/2). 
Finally, we have found a differential miRNA profile between eosinophils from healthy subjects and 
asthmatic patients that is able to distinguish both status. 
In conclusion, the eosinophils of asthmatic patients release higher quantity of exosomes that act on 
the eosinophils themselves and on structural lung cells. This kind of exosomes modifies different 
characteristic processes of the asthmatic pathology.
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1.1. ASMA 
El asma, enfermedad inflamatoria crónica de las vías respiratorias, es una patología de gran 
complejidad y de carácter multifactorial. Aunque fue descrita por primera vez en 1859 por Henry 
Hide Salter [1] como una patología concreta e independiente, hoy en día, pese a la gran cantidad de 
estudios realizados, aún se desconocen múltiples aspectos relacionados con su etiología y evolución 
[2]. 
En la actualidad, se estima que el asma afecta a más de 200 millones de personas con cerca de 380.000 
muertes anuales y además, se ha constatado que existe un progresivo aumento de su prevalencia, 
afectando a un intervalo de población entre un 7% y un 20% [3], siendo la enfermedad crónica más 
común de la infancia en los países occidentales y/o industrializados [4]. Debido al elevado impacto 
clínico, social, y al enorme coste sanitario que conlleva, el asma constituye un problema, no resuelto, 
de enorme interés socio-sanitario y económico [5,6].   
1.1.1. Características del asma 
La definición más consensuada de asma se debe a la iniciativa GINA (Global Initiative for Asthma) [7], 
considerando las características clínicas, fisiológicas y patológicas de la enfermedad: 
“El asma es una enfermedad heterogénea, usualmente caracterizada por la inflamación crónica de las vías respiratorias. 
Está definida por la historia de los síntomas respiratorios como sibilancias, falta de aire, opresión torácica y tos, que 
varían en el tiempo y en intensidad, junto con la obstrucción variable del flujo pulmonar”. 
En esta patología se encuentran implicados diferentes factores genéticos [4], nutricionales [8] y 
ambientales [9]; asimismo, se considera que puede estar vinculada al cambio climático [10] y a los 
oxidantes endógenos y exógenos [11]. Por una parte, los factores intrínsecos al individuo 
(principalmente genéticos) tienen que ver con el desarrollo de la enfermedad y son aquellos que 
predisponen a la atopia y la hiperrespuesta de las vías respiratorias. Por otro lado, se encuentran los 
factores ambientales, los cuales intervienen en la sintomatología como son los alérgenos, las 
infecciones víricas o bacterianas, el humo de tabaco, la polución y la dieta [12]. 
Aunque en algunos casos el desarrollo y evolución del asma no están del todo claros, se considera 
una patología de base inmunológica que se produce tras exposiciones ambientales a alérgenos 
(proteínas inocuas para la mayor parte de la población), agentes infecciosos o sustancias 
contaminantes en pacientes con susceptibilidad genética a padecer esta enfermedad [1,13]. Cabe 
destacar la relevancia que tiene la atopia (predisposición genética para desarrollar una respuesta 
mediada por inmunoglobulina E [IgE]) en esta enfermedad, ya que se considera el principal factor de 
riesgo para la aparición del asma alérgica [14]. 
En cuanto a su patogenia, el asma se caracteriza por la presencia de inflamación de predominio 
eosinofílico, hipersecreción de moco e hiperrespuesta bronquial. Esto provoca cambios 
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fisiopatológicos en las vías respiratorias que originan la mayoría de los síntomas del asma. La Figura 
1 refleja las principales diferencias morfológicas que existen entre el bronquio de un sujeto sano y de 
un paciente asmático. 
 
Figura 1. Alteraciones fisiológicas características de las vías respiratorias que tienen lugar en la 
patología del asma. A. Imagen de la estructura general del aparato respiratorio. B. Bronquio de un individuo 
sano sin alteraciones. C. Bronquio de un paciente con asma donde se observa: hipertrofia de la musculatura lisa 
bronquial, edema de la pared, engrosamiento de la pared de las vías respiratorias, hipersecreción de moco y 
remodelado de la pared bronquial que conlleva al estrechamiento del lumen. Esquema modificado de A.D.A.M. 
Education. 
El infiltrado inflamatorio existente, aunque clásicamente asociado a un predominio eosinofílico, 
también puede estar constituido por neutrófilos, macrófagos, mastocitos y linfocitos T 
(principalmente CD4+). Este infiltrado está ligado a la liberación de citocinas, quimiocinas y 
mediadores pro-inflamatorios y/o citotóxicos, los cuales contribuyen al mantenimiento de la 
inflamación [15]. 
1.1.2. Fisiopatología del asma 
El proceso fisiopatológico del asma alérgica se puede subdividir en dos etapas: 
1. FASE TEMPRANA. Esta fase se inicia a los pocos minutos del contacto con el alérgeno 
activándose la respuesta inmune de tipo 2 desencadenada por la etapa previa de 
sensibilización a determinados alérgenos. La entrada del alérgeno desencadena un proceso 
de activación de las células con receptores para IgE, principalmente los mastocitos. Esta 
unión a los receptores de la superficie celular produce, por parte de los mastocitos activados, 
la liberación de mediadores pro-inflamatorios como la histamina y las especies reactivas de 
oxígeno (ROS), entre otros. Todos estos factores que participan en la respuesta inflamatoria 
generan la contracción del músculo liso de las vías respiratorias, la secreción de moco, el 
aumento de la permeabilidad vascular y la extravasación de plasma. 
2. FASE TARDÍA. Ocurre entre las 6-8 horas tras la exposición al alérgeno. Durante esta fase, 
se produce el reclutamiento y activación de eosinófilos, neutrófilos, macrófagos, basófilos y 
células T CD4+ hacia las vías respiratorias, ocasionando un aumento de la expresión de 
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moléculas de adhesión y de la liberación de mediadores pro-inflamatorios. Todos estos 
procesos dan como resultado la obstrucción de las vías respiratorias y, en consecuencia, una 
disminución del flujo aéreo. 
Las células T CD4+ juegan un papel fundamental en las distintas etapas de la patología asmática [16]. 
Estos linfocitos se pueden dividir en varios subtipos, en función de las citocinas que liberan tras su 
activación, siendo las células T cooperadoras de tipo 2 (Th2), que producen interleucina (IL)-4, IL-5 
e IL-13, el principal subtipo implicado en la respuesta asmática [17]. 
Las respuestas de tipo 2 se activan para combatir infestaciones causadas por parásitos extracelulares, 
como los helmintos, siendo también el principal mecanismo inmune que interviene en enfermedades 
inflamatorias de tipo alérgico como el asma, la rinitis alérgica, la dermatitis atópica o la esofagitis 
eosinofílica [18]. Por esta razón, el asma se considera una enfermedad mediada por una respuesta de 
tipo Th2, la cual está ligada a alergia y atopia, reacciones de hiperreactividad, respuesta a 
corticosteroides e inflamación eosinofílica [19].  
Esta enfermedad se manifiesta con diferentes fenotipos, entre los cuales los más comunes son el asma 
alérgica, el asma no alérgica, el asma de inicio tardío, el asma por ejercicio y el asma por obesidad [19-
21]. Esta heterogeneidad fenotípica del asma limita el conocimiento de los procesos de la enfermedad, 
debido a que múltiples mecanismos pueden dar lugar a un mismo fenotipo [22]. Por esta razón, en 
2008 se acuñó el término endotipo el cual refleja de forma más fidedigna la heterogeneidad molecular 
del asma [23,24]. En este contexto, se propusieron dos endotipos principales de asma mediada por 
una respuesta de tipo Th2: el asma Th2 “alto” y el asma Th2 “bajo” (de los términos en inglés Th2 
high y Th2 low) [25]. 
La respuesta de tipo 2 se inicia con el reclutamiento de las células dendríticas inmaduras desde la 
médula ósea hasta el tejido pulmonar, proceso que es dirigido por una serie de quimioatrayentes 
liberados por el epitelio activado como son el ligando de quimiocina (motivo CC) (CCL) 19, CCL20 
y CCL27 [26,27]. Una vez alcanzado el tejido diana, las células dendríticas comienzan a captar 
antígenos mediante receptores del sistema inmune innato como el receptor tipo Toll (TLR) 4 y los 
receptores de lectina de tipo-C [28], madurando hasta adquirir la capacidad de célula presentadora de 
antígeno. Esto lo consiguen gracias a la presencia del factor estimulador de colonias de granulocitos 
y monocitos (GM-CSF), IL-4, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), linfopoyetina del estroma 
tímico (TSLP) [29], IL-25 [30] e IL-33 [31], factores que han sido liberados por las células epiteliales 
y otras células estructurales y del sistema inmunológico. 
Una vez que las células dendríticas captan los antígenos, estos son procesados en pequeños péptidos 
y presentados en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC II) al 
receptor de las células T (TCR) presente en la superficie de dichas células, a la vez que se establecen 
una serie de señales co-estimuladoras necesarias para la activación completa del linfocito y su 
diferenciación. Además, para que se complete dicha diferenciación hacia el fenotipo Th2, la sinapsis 
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inmunológica debe realizarse en un entorno con altos niveles de IL-4 e IL-13 [32] y bajos niveles de 
IL-2 [33], favoreciendo en este caso el balance hacia el fenotipo Th2. Tras la polarización, los 
linfocitos adquieren su capacidad efectora secretando interleucinas asociadas con la respuesta de tipo 
2 como son la IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, que junto a otras quimiocinas liberadas por las células 
epiteliales (CCL11, CCL24 y CCL26) provocan el reclutamiento de nuevas células efectoras al foco 
inflamatorio (eosinófilos, linfocitos Th2, mastocitos y macrófagos). La Figura 2 es una representación 
de un modelo simplificado de la respuesta de tipo 2, el cual resume todos estos procesos.  
 
Figura 2. Modelo simplificado de la respuesta Th2 en el asma. En el esquema se representan los 
componentes innatos y adaptativos que participan en la inflamación alérgica, incluyendo diferentes tipos 
celulares que liberan citocinas Th2 y quimiocinas en respuesta al daño epitelial. También se muestran las 
conexiones existentes entre los cambios estructurales en el pulmón y las respuestas inmunes que lo originan. 
Célula Th, célula T cooperadora; ILC2, célula linfoide innata de tipo 2. 
Además de estas células efectoras, existen otros tipos celulares como son las células del músculo liso 
bronquial y las células epiteliales de las vías respiratorias, que constituyen parte de la estructura del 
pulmón y se encuentran implicadas en muchos de los procesos característicos de la patología 
asmática. 
1.1.3. Papel del epitelio respiratorio y de la musculatura lisa bronquial en el 
desarrollo de la patología asmática 
Las células Th2 también son capaces de actuar directamente sobre las células epiteliales y musculares 
de las vías respiratorias a través de la liberación de mediadores inflamatorios (IL-4, IL-9 e IL-13) y 
estímulos pro-contráctiles [34], induciendo la producción de moco, la metaplasia de las células 
caliciformes y el aumento de la reactividad de las vías respiratorias. Como consecuencia, se produce 
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una hipertrofia e hiperplasia de las células del músculo liso de las vías respiratorias, así como un daño 
en el epitelio respiratorio. Todo esto hace que se liberen diversos factores, los cuales participan 
activamente en otro proceso característico y muy importante en el asma: el remodelado de las vías 
respiratorias [35]. 
El remodelado de las vías respiratorias es un proceso heterogéneo que se inicia con un daño en el 
epitelio que, a su vez, produce un cambio en el depósito de colágeno en el tejido y de glicoproteínas 
en la región sub-epitelial y en la matriz extracelular. Esto conduce a una alteración profunda de la 
estructura de toda la vía aérea con hipertrofia e hiperplasia del músculo liso, aumento e hiperfunción 
de las células caliciformes y glándulas mucosas, a lo que se suma un proceso de angiogénesis con un 
incremento, tanto del número como de la permeabilidad, de los vasos sanguíneos [36]. En la Figura 
3 se representan los diferentes procesos que ocurren durante el remodelado bronquial. 
 
Figura 3. Procesos que ocurren durante el remodelado de las vías respiratorias. El remodelado bronquial 
incluye diferentes procesos: la deposición de colágeno en la matriz, la neovascularización bronquial, la alteración 
del epitelio, la hipersecreción de moco y la hiperplasia e hipertrofia de células del músculo liso bronquial. 
Así, podríamos definir el remodelado bronquial como la aparición de alteraciones en la estructura de 
los bronquios que modifican su funcionalidad y se caracteriza por la descamación epitelial, la fibrosis 
sub-epitelial, el incremento de la musculatura lisa, la disminución de la distancia entre el epitelio y las 
células del músculo liso, la hiperplasia de las células productoras de moco, la angiogénesis y el 
desarrollo de edema [37].  
El resultado final es un aumento del grosor de las paredes de las vías respiratorias que se hacen menos 
distensibles, lo que explica su irreversibilidad funcional. A este fenómeno hay que añadir la 
inflamación de las vías respiratorias, habiéndose demostrado que a mayor grado y duración de esta 
inflamación mayor será el remodelado y la irreversibilidad del proceso inflamatorio [38].  
Las células del músculo liso bronquial constituyen la musculatura de la pared de las vías respiratorias. 
Durante el desarrollo del asma se produce la hiperplasia de estas células como consecuencia de un 
incremento en su supervivencia y proliferación. Esto puede estar asociado a anormalidades 
intrínsecas y a interacciones con moléculas inflamatorias [39,40]. Pero estas células no solo actúan 
como elementos contráctiles, sino que se ha demostrado que las células del músculo liso bronquial 
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pueden participar en el remodelado vascular de las vías respiratorias durante el proceso asmático 
secretando citocinas, factores de crecimiento (factor de crecimiento del endotelio vascular [VEGF]), 
proteínas de matriz y otros mediadores pro-inflamatorios [41].  
Las células epiteliales también participan en estos procesos de remodelado que se producen durante 
el desarrollo de la patología asmática, pudiendo liberar diversos factores que podrían tener un papel 
importante en el inicio de dicho proceso [42].  
El epitelio respiratorio constituye la capa interna de los bronquios y de los alveolos, y está en contacto 
con el lumen. Desempeña un papel esencial en la defensa de los pulmones, funcionando como una 
primera barrera protectora ante agentes tóxicos y partículas externas del ambiente, que pueden 
promover el daño epitelial o inducir la broncoconstricción. Esta protección se consigue secretando y 
manteniendo una delgada película acuosa que protege el tejido respiratorio [43].  
El epitelio, aparte de actuar como barrera física, también es capaz de liberar distintas citocinas en 
respuesta al daño producido como TSLP, IL-25 e IL-33, las cuales inducen la expansión de células 
Th2 [44,45]. Todos estos procesos promueven la migración de diferentes tipos celulares hacia las vías 
respiratorias, entre los que se encuentran los eosinófilos [46]. 
1.2. CÉLULAS EFECTORAS EN EL ASMA: EL EOSINÓFILO 
El eosinófilo fue descubierto y descrito por primera vez en 1879 por Paul Ehrlich, aunque no fue 
hasta 1922 cuando se identificó su participación en procesos patogénicos [47]. Desde entonces, han 
sido muchos los esfuerzos que se han realizado para entender el papel concreto que juegan los 
eosinófilos en el asma, así como el efecto de los factores y/o productos liberados por estas células en 
los diferentes procesos asociados con la patología asmática como la inflamación, el daño tisular y el 
remodelado de las vías respiratorias [48]. Aunque clásicamente los eosinófilos se han asociado con el 
mecanismo de defensa frente a infestaciones helmínticas, también se han vinculado a enfermedades 
alérgicas como el asma y la dermatitis atópica [49]. 
De todas las células integrantes de la respuesta inmune de tipo 2, los eosinófilos son los más decisivos 
en la propagación y en el mantenimiento del estado inflamatorio. Su carácter multifuncional los sitúa 
en muchos escenarios, en su mayoría relacionados con este tipo de respuesta, lo que sugiere un papel 
importante de estas células en la coordinación de la inmunidad de tipo 2. Previamente, se ha ratificado 
la función esencial que tienen los eosinófilos en el asma y en el remodelado bronquial [50]. 
1.2.1. Morfología y características de los eosinófilos 
Los eosinófilos son leucocitos polimorfonucleares, de núcleo bilobulado y aproximadamente 8 μm 
de diámetro, que proceden de progenitores pluripotentes de la médula ósea. Los eosinófilos no tienen 
capacidad proliferativa (pueden permanecer en la circulación sanguínea entre 18 h [49,51] y 25 h [52]), 
y se caracterizan por poseer numerosos gránulos citoplasmáticos, como se puede observar en la 
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Figura 4, con un metabolismo muy activo. Normalmente este tipo celular circula en la sangre en baja 
proporción, constituyendo entre un 3 y un 6% del total de granulocitos [51]. 
 
Figura 4. Esquema y fotografía de un eosinófilo de sangre periférica. A. Se refleja la gran complejidad a 
nivel citoplasmático del eosinófilo, el cual posee gran cantidad de gránulos: los gránulos primarios, los gránulos 
específicos, los cuerpos lipídicos y las vesículas sombrero. El núcleo está formado por dos lóbulos, con una 
morfología característica. B. Frotis sanguíneo teñido con May-Grünwald Giemsa (objetivo de 1000 aumentos). 
Se observa claramente el núcleo bilobulado característico del eosinófilo. 
En la sangre periférica y en los tejidos no inflamados, los eosinófilos se encuentran en estado de 
reposo; sin embargo, cuando tiene lugar la respuesta inflamatoria se produce la activación de estas 
células. Esta activación se produce por diferentes moléculas solubles como GM-CSF, IL-3 e IL-5, 
desencadenando una serie de procesos característicos del eosinófilo como son su migración, adhesión 
y fagocitosis. Una vez localizado en el área inflamada, se produce la liberación de diferentes factores 
al medio extracelular. 
Los eosinófilos son células multifuncionales involucradas en el mantenimiento de la homeostasis de 
los tejidos, y en la modulación de la respuesta inmune adaptativa y de la inmunidad innata frente a 
ciertos patógenos [53]. Estas células poseen la capacidad de producir una serie de citocinas 
inmunorreguladoras que desempeñan funciones de forma activa en la regulación de las respuestas de 
tipo 2. También son capaces de generar grandes cantidades de leucotrienos como los cisteinil 
leucotrienos (CysLT) y leucotrienos C4, los cuales son metabolizados a leucotrienos D4 y E4, que 
están implicados en la inflamación. Los eosinófilos también pueden generar grandes cantidades de 
factor activador de plaquetas (PAF) y de citocinas como IL-5 y TNF-α [53,54]. 
En su conjunto, estas características confieren una amplia funcionalidad a los eosinófilos, 
permitiéndoles participar en la resolución de una infestación por parásitos, considerado como 
beneficioso para el huésped, o en las enfermedades alérgicas mediadas por hipersensibilidad de tipo 
1, en las que el eosinófilo actúa en perjuicio del paciente. 
1.2.2. Biogénesis y maduración del eosinófilo 
Entre la liberación de los eosinófilos maduros desde la médula ósea hasta el torrente sanguíneo y la 
posterior infiltración a los tejidos inflamados, tienen lugar una serie de procesos característicos que 
se esquematizan en la Figura 5 y que a continuación se detallan: 
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1. Eosinofilopoyesis. El desarrollo de los eosinófilos en la médula ósea humana suele durar 
una semana y es estimulado, fundamentalmente, por 3 citocinas: GM-CSF, IL-3 e IL-5. Esta 
última citocina promueve exclusivamente el desarrollo y diferenciación terminal del 
eosinófilo, en contraste con las otras dos citocinas (IL-3 y GM-CSF) que, además de 
estimular el proceso de la eosinofilopoyesis, también son capaces de inducir la activación de 
otros granulocitos, linfocitos y macrófagos [53-56]. Estas citocinas promueven el desarrollo 
y maduración de los eosinófilos y producen su liberación desde la médula ósea, a veces 
ayudadas por otras quimiocinas como la eotaxina. También mantienen la viabilidad de estas 
células e incrementan las respuestas efectoras de los eosinófilos maduros. 
 
2. Rodamiento (o rolling) y adhesión. Una vez liberados al torrente circulatorio, los 
eosinófilos establecen interacciones con el endotelio a través de integrinas llamadas selectinas 
(L-selectinas y P-selectinas). El anclaje inicial a las células endoteliales y posterior rodamiento 
por el endotelio, produce la activación de los receptores de estas integrinas aumentando la 
afinidad por sus ligandos y produciendo una adhesión mucho más firme y estable [52]. Las 
principales moléculas de adhesión expresadas por los eosinófilos son cluster de diferenciación 
(CD)11b/CD18 (integrinas-β2) y el antígeno de activación tardía 4 (VLA-4) (integrinas-β1), 
las cuales interaccionan con la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) y la molécula 
de adhesión a células vasculares 1 (VCAM-1), respectivamente [47]. Estas interacciones 
permiten el anclaje del eosinófilo al endotelio y facilitan su extravasación desde el torrente 
circulatorio hacia los tejidos. 
 
3. Migración de los eosinófilos. La transmigración de los eosinófilos desde la circulación 
hacia los tejidos está regulada por un grupo de proteínas de superficie celular denominadas 
moléculas de adhesión, previamente mencionadas. Este proceso se caracteriza por el anclaje 
al endotelio y posterior diapédesis (migración transendotelial), proceso que está controlado 
por una serie de citocinas y quimiocinas, las cuales facilitan la quimiotaxis (migración dirigida 
a través de un gradiente de concentración) o la quimiocinesis (movimiento no direccional) 
[57,58]. Existen ciertas moléculas que tienen capacidad quimiotáctica sobre el eosinófilo 
como son: eotaxinas, PAF, leucotrienos B4 y D4, histamina, citocinas (IL-3, IL-5, GM-CSF) 
y productos procedentes de la activación del complemento (C3, C5a, C6 y C7) [51]. 
 
4. Activación y eliminación. Cuando los eosinófilos alcanzan el tejido, la presencia de ciertos 
estímulos como mediadores lipídicos, citocinas e inmunoglobulinas, activan a los eosinófilos 
que pueden liberar al espacio extracelular diferentes moléculas y mediadores pro-
inflamatorios como citocinas, proteínas granulares y eicosanoides. Además, la presencia de 
IL-3, IL-5 y GM-CSF, prolonga la supervivencia de los eosinófilos en los tejidos durante 
tiempos largos (semanas) [59]. De manera natural, estas células son eliminadas por muerte 
celular programada (apoptosis).  
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Figura 5. Ciclo de vida del eosinófilo. 1. Eosinofilopoyesis. El eosinófilo maduro se forma a partir de una 
célula madre pluripotencial en la médula ósea, tras la estimulación con IL-5. Después se libera al torrente 
circulatorio. 2. Anclaje al endotelio. El eosinófilo migra a través del vaso sanguíneo, mediante el rodamiento 
y adhesión al endotelio. 3. Migración. Se produce la diapédesis del eosinófilo hacia el área inflamada debido a 
la acción de diferentes quimiocinas. Su superviviencia se pronlonga por medio de IL-3, IL-5 y GM-CSF. La 
ausencia de estas citocinas provoca la muerte del eosinófilo. 4. Degranulación y liberación de mediadores 
químicos. Los eosinófilos pueden degranularse y liberar al espacio extracelular diversos factores. 
Todos estos procesos mencionados permiten al eosinófilo alcanzar el foco inflamatorio, donde 
ejercerá sus funciones. 
1.2.3. Características celulares y funciones de los eosinófilos 
Los eosinófilos tienen diferentes características que promueven la interacción con el ambiente 
extracelular que les rodea, entre las que se encuentra el hecho de poseer una amplia diversidad de 
receptores de distinta naturaleza, que permite que su comportamiento sea diferente en función del 
estímulo. Entre ellos se encuentran receptores de moléculas de adhesión (antígeno asociado a la 
función de linfocitos 1 [LFA-1], VLA-4, CD44), receptores de citocinas y factores de crecimiento, 
receptores de mediadores lipídicos (receptores de prostaglandinas y leucotrienos) y receptores de 
quimiocinas (CCR1, CCR3, C3aR) [60,61]. Estos receptores de superficie celular median múltiples 
funciones de los eosinófilos, incluyendo la activación, la liberación de mediadores, la degranulación, 
la adhesión, la quimiotaxis y las interacciones célula-célula [56,62]. 
Como se ha comentado anteriormente, los eosinófilos son importantes células productoras de 
citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, factor transformante de crecimiento beta [TGF-β]), quimiocinas 
(CCL5/quimiocina secretada y expresada por linfocitos T normales regulada por activación 
[RANTES], CCL7/proteína quimiotáctica de monocitos 3 [MCP-3], CCL11/eotaxina-1), factores de 
crecimiento (VEGF, factor de crecimiento epidérmico [EGF]), proteínas catiónicas (proteína mayor 
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básica [MBP], proteína catiónica del eosinófilo [ECP], neurotoxina derivada del eosinófilo [EDN] y 
peroxidasa del eosinófilo [EPO]) y enzimas (colagenasa, histaminasa, catalasa, fosfatasa ácida) [60,61]. 
No sólo son células efectoras, sino que se ha demostrado el papel que los eosinófilos pueden tener 
como células accesorias presentadoras de antígeno, pudiendo ser esta función una vía de activación 
de los procesos alérgicos [63]. Pero los eosinófilos no solo juegan este papel, sino que también 
interaccionan con otros tipos celulares (células endoteliales y epiteliales) por medio de selectinas e 
integrinas, además de modular las funciones de otros leucocitos (mastocitos, macrófagos, células B y 
células Th2) [60]. 
Diferentes estudios han demostrado que existen, al menos, cinco mecanismos independientes que 
permiten al eosinófilo modular la intensidad de la inflamación pulmonar: 
1. Pueden actuar como células inmunorreguladoras capaces de generar citocinas pro-
inflamatorias [64,65].  
2. Los eosinófilos activados generan y liberan cantidades importantes de reactivos 
intermediarios de oxígeno, como anión superóxido, peróxido de hidrógeno y radicales 
hidroxilo y de nitrógeno, los cuales promueven la inflamación y el daño tisular [66,67].  
3. Son capaces de producir lípidos que son mediadores de la inflamación, como los derivados 
de los CysLT: ácido 15-hidroxieicosatetraenoico (15-HETE), prostaglandina E2 (PGE2), 
PAF, etc. 
4. Secretan una serie de enzimas como la elastasa, la colagenasa o las ribonucleasas, las cuales 
afectan a la estructura del pulmón.  
5. Por último, los eosinófilos liberan las proteínas catiónicas de sus gránulos (MBP, ECP, EPO 
y EDN), altamente tóxicas para el epitelio pulmonar ya que incrementan la permeabilidad 
vascular, inducen la contracción de la musculatura lisa de las vías respiratorias y activan a 
otras células del pulmón [68]. 
Estas funciones del eosinófilo de carácter efector son desempeñadas a través de diferentes proteínas 
y mediadores, sintetizados por la propia célula y que son almacenados en gránulos intracelulares. En 
la Figura 6 se representan los diferentes gránulos citoplasmáticos que posee el eosinófilo y las 
diferentes moléculas que contienen [49,51], los cuales se clasifican en: 
A. Primarios. Se localizan en la membrana y son de tamaño variable. Principalmente contienen 
la proteína de los cristales de Charcot-Leyden, también llamada galectina-10, la cual 
constituye el 5-10% de las proteínas eosinofílicas. 
B. Específicos o secundarios. En ellos se almacenan, principalmente, cuatro proteínas 
catiónicas eosinofílicas básicas: MBP, ECP, EDN y EPO. Asimismo, son un reservorio de 
citocinas, quimiocinas y factores angiogénicos. 
C. Gránulos pequeños. Contienen arilsulfatasa B y fosfatasa ácida. 
D. Cuerpos lipídicos. Contienen leucotrienos, prostaglandinas y otros mediadores lipídicos. 
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También se puede encontrar el PAF. 
E. Vesículas sombrero. Son gránulos grandes, pleiomórficos y vesiculotubulares, responsables 
del movimiento de proteínas entre los gránulos y la membrana plasmática. Representan una 
vía de transporte alternativa de los productos granulares hacia la membrana plasmática para 
su posterior liberación [69-71]. 
 
Figura 6. Características del eosinófilo. Los eosinófilos contienen  una serie de proteínas y enzimas que le 
permiten interaccionar con el ambiente que le rodea. En estas interacciones, los eosinófilos liberan el contenido 
de sus gránulos al exterior en respuesta a estímulos externos. Esquema modificado de Varricchi et al. [61]. 
APRIL, ligando inductor de la proliferación; CXCL, ligando de quimiocina (motivo CXC); LT, leucotrieno; 
NGF, factor de crecimiento nervioso; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; PG, prostaglandina; 
SCF, factor de célula madre. 
Los cristales de Charcot-Leyden, la MBP y la ECP son los principales marcadores de los eosinófilos 
[53]. Además, este tipo celular puede producir mediadores lipídicos a partir de los fosfolípidos de 
membrana, como son los CysLT. 
1.2.4. Degranulación de los eosinófilos 
Uno de los procesos característicos de los eosinófilos es su degranulación, a través de la cual liberan 
el contenido de sus gránulos al espacio extracelular. Esta degranulación se puede hacer por diversos 
mecanismos [72], que se esquematizan en la Figura 7 y se detallan a continuación: 
1. Exocitosis. Este mecanismo se divide en dos subtipos: exocitosis clásica y exocitosis 
compuesta. La fusión de los gránulos intracelulares con la membrana plasmática produce la 
liberación de su contenido (exocitosis clásica). En casos más extremos se puede producir la 
exocitosis compuesta, en la cual varios gránulos citoplasmáticos se fusionan entre sí 
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previamente a la unión con la membrana plasmática. Aunque este tipo de liberación se ha 
observado en la interacción con parásitos, no suele ser muy común en otros escenarios donde 
actúa el eosinófilo. 
2. Degranulación fragmentada (piecemeal degranulation). Mecanismo a través del cual se 
produce el empaquetamiento del contenido de los gránulos en pequeñas vesículas secretoras, 
que serán transportadas hacia la superficie celular para unirse con la membrana plasmática y 
liberar su contenido al exterior celular. A estas vesículas se las conoce como vesículas 
sombrero [70]. Es un mecanismo cuidadosamente regulado y es el más observado en 
numerosos procesos fisiológicos [71,73,74]. Se desencadena como respuesta a un estímulo 
determinado, como citocinas (interferón gamma [IFN-γ]) y quimiocinas (eotaxina). Una vez 
se ha liberado el contenido granular, el eosinófilo sigue siendo viable y puede responder 
completamente a cualquier estímulo que reciba posteriormente. Este mecanismo también se 
ha descrito en mastocitos y basófilos [75].  
3. Degranulación citolítica. Se produce la liberación de los gránulos intracelulares intactos a 
través de un modo característico de muerte celular denominado citolisis. Este tipo de muerte 
celular es morfológicamente distinta a la apoptosis y a la necrosis, ya que estos eosinófilos 
citolíticos se caracterizan por la disgregación de la membrana nuclear y la descondensación 
de ADN en el citoplasma [72]. Este tipo de liberación se produce como respuesta ante un 
estímulo citolítico y puede estar asociado o no a la liberación de trampas de ADN [76]. Este 
mecanismo de degranulación provoca la muerte del eosinófilo. 
 
Figura 7. Mecanismos de degranulación de los eosinófilos. A. Exocitosis clásica: fusión de los gránulos 
con la membrana plasmática y liberación de su contenido. B. Exocitosis compuesta: fusión previa entre los 
gránulos antes de la liberación al espacio extracelular. C. Degranulación fragmentada: transporte vesicular de 
pequeños paquetes del material granular hacia la superficie celular. D. Citolisis: depósito extracelular de los 
gránulos intactos tras la lisis celular. 
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El mecanismo principal de degranulación de los eosinófilos en enfermedades alérgicas e inflamatorias 
es la degranulación fragmentada. También se ha descrito que los eosinófilos pueden degranularse 
mediante citolisis, aunque lo hacen en menor proporción [77,78]. 
Debido a los numerosos gránulos intracelulares que tienen los eosinófilos y la manera regulada que 
tienen de secretarlos al espacio extracelular, es posible que alguno de ellos se corresponda con 
endosomas y cuerpos multivesiculares característicos de la biogénesis de exosomas (nanovesículas 
extracelulares implicadas en la comunicación intercelular). Aunque la capacidad de sintetizar y liberar 
exosomas al medio ha sido descrita en diferentes tipos celulares, como los linfocitos T o las células 
dendríticas [79,80], esta propiedad nunca antes se ha demostrado en los eosinófilos, principal célula 
efectora en el asma. 
1.3. EXOSOMAS: BIOGÉNESIS, MORFOLOGÍA Y FUNCIÓN EN EL 
ASMA 
En el organismo, las células están expuestas a diferentes condiciones adversas, incluyendo el estrés 
físico, el calor y los agentes químicos, lo que contribuye al daño celular. Debido a estos estímulos 
externos, las células son capaces de interactuar con otras células localizadas en diferentes lugares. La 
comunicación célula-célula permite la coordinación de las funciones celulares, lo que es importante 
en el desarrollo y adaptación al ambiente de organismos multicelulares y, en última instancia, para el 
mantenimiento de la homeostasis. Existen distintas maneras de comunicación intercelular las cuales 
involucran el intercambio de factores solubles (citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, 
neurotransmisores) y de material genético [81]. Esta transmisión de información puede tener lugar 
mediante diferentes vías, siendo una de ellas los exosomas, cuyo estudio se ha visto incrementado de 
forma exponencial durante la última década. 
Los exosomas son pequeñas vesículas lipídicas (nanovesículas), de entre 30-100 nm de diámetro, que 
son secretadas al medio extracelular desempeñando un papel importante en la comunicación 
intercelular [82]. Una vez en el medio extracelular, los exosomas pueden ser captados por células 
vecinas o por células localizadas en otras partes del organismo, después de ser transportados por el 
torrente circulatorio. Esto puede provocar cambios en la célula receptora debido a la liberación de su 
contenido (lípidos bioactivos, proteínas y ácidos nucleicos como ARN mensajero [ARNm] y 
microARN [miARN]) [81,83]. 
El término exosoma suele ser empleado comúnmente y utilizado de forma universal para definir a 
nanovesículas liberadas por la célula e implicadas en la comunicación intercelular. Sin embargo, esto 
no es del todo correcto, pues existen diferentes vesículas extracelulares que es necesario diferenciar 
[84]: 
A. Exosoma. Se refiere a nanovesículas de entre 30-100 nm de diámetro cuyo origen es 
endosomal. 
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B. Microvesículas o ectosomas. Tienen entre 50-1000 nm de diámetro, pero se originan 
directamente de la membrana plasmática. 
C. Cuerpos apoptóticos. Su diámetro es de 50-5000 nm y son liberados por células que están 
en procesos de muerte celular. 
1.3.1. Biogénesis de los exosomas 
La vía endocítica o endolisosomal está constituida por una serie de compartimentos de membrana 
altamente dinámicos e involucrados en la internalización de ligandos extracelulares o componentes 
celulares, en el reciclaje de la membrana plasmática y/o en su degradación [85,86]. Los endosomas 
tempranos (CD63+) maduran dando lugar a endosomas tardíos [87], y durante este proceso se 
generan vesículas intraluminales (ILV) ricas en su interior en ácido lisobisfosfatídico (LBPA) [88]. 
Estas ILV están formadas por invaginaciones de la membrana limitante del endosoma temprano, las 
cuales contienen proteínas, lípidos y citosol, siendo estas invaginaciones específicamente clasificadas. 
Los endosomas tardíos maduran y se transforman en cuerpos multivesiculares (MVB) maduros 
(CD63+/LBPA+), denominados así por sus características morfológicas [88]. En la mayoría de las 
células, el destino principal de los MVB es la fusión con los lisosomas, compartimentos ácidos que 
contienen hidrolasas lisosómicas, asegurando la degradación de su contenido. Alternativamente, estos 
MVB también pueden fusionarse con la membrana plasmática liberando su contenido al medio 
extracelular en forma de exosomas [89]. En la Figura 8 se esquematizan estos procesos. 
 
Figura 8. Biogénesis de los exosomas. Durante el proceso de maduración de los endosomas tempranos a 
endosomas tardíos, se forman unas invaginaciones a partir de la membrana del endosoma temprano hacia el 
interior del lumen, formando las vesículas intraluminales (ILV). Debido a las características morfológicas que 
adquieren estos endosomas tardíos, se denominan cuerpos multivesiculares. Los MVB pueden fusionarse con 
los lisosomas para la degradación de su contenido o con la membrana plasmática para liberar las ILV al espacio 
extracelular en forma de exosomas. 
El mecanismo mejor descrito para la formación de ILV y MVB es el impulsado por el complejo de 
clasificación endosomal requerido para el transporte (ESCRT), que se compone de aproximadamente 
treinta proteínas agrupadas en cuatro complejos: ESCRT-0, -I, -II y -III [90]. Existen varias proteínas 
asociadas a estos complejos, como la proteína vacuolar de clasificación 4 (VPS4), proteína homóloga 
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de VTA1 asociada a la proteína de clasificación vacuolar (VTA1), proteína 6 de interacción en la 
muerte programada (PDCD6IP o ALIX), proteína del gen 101 de susceptibilidad tumoral (TSG101), 
CD63 y la proteína de choque térmico (HSP) 70, las cuales se han postulado como marcadores 
exosomales [82]. Sin embargo, también se han descrito mecanismos independientes de ESCRT en la 
formación de ILV y MVB [91]. 
Existen diferentes marcadores específicos de MVB que también se localizan en los exosomas, 
confirmando su origen endosomal, como la tetraspanina CD63, las proteínas de membrana asociadas 
a lisosomas (LAMP) 1 y LAMP2, moléculas procedentes del complejo de Golgi (por ejemplo, las 
proteínas Rab) y otras proteínas asociadas al proceso de biogénesis de los exosomas como ALIX y 
TSG101 [92].  
1.3.2. Morfología y función de los exosomas 
Los exosomas poseen diferentes moléculas de superficie (CD9, CD54, CD63, CD81, CD82, antígeno 
leucocitario humano [HLA]-DR) que son una combinación de moléculas de adhesión, tetraspaninas, 
integrinas, moléculas co-estimuladoras y moléculas características de su origen endosomal (TSG101, 
ALIX), así como otras proteínas que se localizan en el interior de los exosomas (Rab-GTPasas, 
LAMP1, HSP) [93-95].  
En la Figura 9 se representa un esquema de la estructura, morfología y composición molecular de un 
exosoma. 
 
Figura 9. Estructura morfológica y molecular del exosoma. Todos los exosomas contienen proteínas 
involucradas en el transporte a través de la membrana y fusión (proteínas Rab GTPasas, anexinas), proteínas 
del citoesqueleto, moléculas de adhesión y tetraspaninas. También pueden contener ácidos nucleicos, 
principalmente miARN. GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; GAG, antígeno específico de 
grupo; MHC I, complejo mayor de histocompatibilidad de clase I. 
Desde hace unos años, los exosomas son reconocidos por ser importantes mediadores en la 
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comunicación célula-célula en muchos procesos fisiológicos y patológicos [96], pudiendo ser 
liberados por diferentes tipos celulares como son los reticulocitos, los macrófagos, las células 
dendríticas y los linfocitos [81]. Además, se pueden encontrar en diferentes fluidos biológicos, como 
el suero, leche materna, lavado broncoalveolar y orina [97]. 
Los exosomas no solo son necesarios para el funcionamiento celular normal y la regulación de la 
homeostasis en órganos y tejidos [98-100], sino que también están implicados en diferentes patologías 
inflamatorias como enfermedades cardiovasculares [101] y cáncer [102]. En el contexto de las 
enfermedades respiratorias, los exosomas podrían estar jugando un papel esencial en la enfermedad 
pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y en el asma [103,104], aunque todavía no se conocen bien la 
mayoría de los mecanismos de actuación. Algunos investigadores han descrito la participación de los 
exosomas en la respuesta inmune, siendo capaces de actuar como unidades presentadoras de 
antígeno, estimulando a linfocitos T e induciendo la producción de citocinas pro-inflamatorias [105].  
Además, los exosomas contienen en su interior miARN, los cuales podrían regular diferentes 
funciones celulares contribuyendo, de alguna manera, al desarrollo de la patología asmática debido a 
la alteración de su expresión en los individuos enfermos [106]. 
1.4. MICROARN: BIOGÉNESIS Y FUNCIÓN 
Hace más de 20 años, Rosalind C. Lee et al. establecieron los pilares del conocimiento sobre nuevos 
mecanismos de la regulación génica: el gen LIN4 que controla el desarrollo larval de C. elegans no 
codifica ninguna proteína, sino que es capaz de producir dos pequeños ARN [107]. A partir de este 
descubrimiento, se realizaron numerosos estudios para caracterizar estos pequeños ARN en otras 
especies [108-110], los cuales se denominaron miARN. 
Los miARN son pequeños ARN no codificantes, de cadena sencilla y de aproximadamente 19-25 
nucleótidos de longitud. Se encuentran en la mayoría de las células y organismos eucariotas, incluidos 
los mamíferos, hongos y plantas. Su función principal es la regulación génica ya que en su estado 
maduro se unen al ARNm reprimiendo su traducción, modulando con ello diferentes procesos como 
la diferenciación celular, la proliferación y la supervivencia [111]. Los miARN poseen una 
característica que les confiere una gran versatilidad, ya que un miARN no es específico de un único 
gen, sino que es capaz de actuar sobre varios genes y, en consecuencia, sobre múltiples rutas y vías 
génicas, lo que conlleva una amplificación de su actuación [112,113]. Actualmente, existen más de 
2.500 registros de miARN maduros en humanos, lo que hace que la versatilidad y el potencial de 
regulación génica sea enorme [114]. 
1.4.1. Biogénesis de los miARN 
La transcripción de los miARN se encuentra regulada, principalmente, por la ARN polimerasa (ARN 
Pol) II, aunque un grupo minoritario puede ser transcrito por la ARN Pol III [115,116].  
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Figura 10. Biogénesis de los miARN. La biogénesis de los miARN comienza con la transcripción del pri-
miARN por la ARN Pol II. El pri-miARN es escindido por el complejo microprocesador Drosha/DGCR8 
para generar el pre-miARN, el cual es transportado al citoplasma mediante el complejo EXP5. Allí es procesado 
por el complejo Dicer-TRBP para generar el dúplex miARN-miARN*. El miARN maduro se incorpora al 
complejo RISC, para unirse posteriormente con el ARNm y regular su expresión. TRBP, proteína TAR de 
unión a ARN; UTR, región no traducida del ARNm. 
La biogénesis de los miARN se puede dividir en una serie de fases que se esquematizan en la Figura 
10 y que a continuación se detallan: 
1. Procesamiento nuclear. Los tránscritos primarios generados por la ARN Pol II 
(microARN primario [pri-miARN]) tienen varias Kb de longitud y una estructura en forma 
de horquilla. El primer paso en la maduración es la escisión de los extremos 5’ y 3’ no 
apareados que no forman la estructura en horquilla, por medio de una ARNasa nuclear 
(endorribonucleasa) de tipo III llamada Drosha [115,117]. El producto procedente de la 
escisión por Drosha tiene aproximadamente 70 nucleótidos, constituyendo el tránscrito 
precursor del miARN (pre-miARN). La enzima Drosha necesita la subunidad DGCR8 del 
complejo microprocesador (DGCR8), el cual ayuda a que la horquilla esté posicionada 
correctamente. Todos estos procesos tienen lugar en el núcleo. 
2. Transporte por exportina 5. Después del procesamiento nuclear, los pre-miARN son 
exportados al citoplasma por medio de un receptor de transporte nuclear conocido como 
exportina 5 (EXP5), el cual reconoce los extremos terminales del pre-miARN [118] y lo 
exporta al citoplasma por medio de un poro nuclear [119-122]. 
3. Procesamiento por la endorribonucleasa Dicer (Dicer). Tras la movilización del pre-
miARN al citoplasma, este es procesado por la enzima Dicer (endorribonucleasa de tipo III) 
[123], escindiendo el pre-miARN cerca de la región de la horquilla y liberando el dúplex de 
ARN de doble cadena miARN-miARN*, de aproximadamente 22 nucleótidos de longitud 
[124,125]. Este dúplex consiste en dos cadenas fosforiladas en 5’ y con extremos 3’ 
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protuberantes, siendo una de ellas la cadena guía (5’ 3’, miARN) y la cadena 
complementaria es la cadena pasajera (miARN*). 
4. Formación del complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). El dúplex 
miARN-miARN* es cargado a la proteína argonauta (AGO) para generar el complejo efector 
llamado RISC. En ese momento y ubicación es cuando tiene lugar la separación de las 
cadenas de ARN: una de ellas se quedará junto a la proteína AGO como la cadena guía 
(5’3’) o miARN maduro (miARN), mientras que la cadena pasajera (miARN*) será 
degradada [126]. El complejo RISC junto con el miARN (complejo miRISC), tendrá una 
función de silenciamiento post-transcripcional, regulando la expresión génica por el 
apareamiento directo con el ARNm, de tal manera que si el apareamiento de bases es total 
se produce la degradación del ARNm (proceso que suele ser exclusivo de plantas), mientras 
que si el apareamiento de bases es parcial solo se produce el bloqueo de la traducción [127]. 
El control de los niveles de expresión de los miARN es esencial para mantener las funciones celulares 
normales, ya que una alteración en la expresión de los miARN está asociado a una expresión génica 
aberrante que puede desencadenar la condición patológica [128]. 
1.4.2. Función y mecanismo de los miARN 
Los miARN se localizan por todo el organismo regulando la expresión génica, tanto en la célula de 
origen (actuación autocrina) como en otras células de localización más lejana, ejerciendo una 
regulación de tipo paracrina. Se ha comprobado que la mayoría de los miARN detectables en suero 
y en saliva están contenidos en el interior de los exosomas [129]. Pero los miARN no solo se 
encuentran dentro de los exosomas, sino que la propia célula posee una gran cantidad de miARN 
implicados en la regulación génica del transcriptoma celular. Actualmente, el estudio de los miARN 
es un área de estudio en expansión, ya que son considerados biomarcadores no invasivos en diferentes 
patologías, como puede ser el cáncer, la hepatitis o diferentes alergias y enfermedades inflamatorias 
[130].  
El principal mecanismo involucrado en el control de la expresión génica es la regulación génica post-
transcripcional mediante la hibridación miARN-ARNm, dando lugar al silenciamiento o sub-
regulación génica. Existen 6-8 nucleótidos en la región 5’ del miARN (conocida como “secuencia 
semilla”) que son responsables de la especificidad de unión al ARNm diana. El miARN interactúa 
con el ARNm mediante un apareamiento Watson-Crick, y el grado de apareamiento determina el 
silenciamiento producido: el apareamiento total de los nucleótidos produce la degradación del 
ARNm, mientras que un apareamiento de menor nivel provoca la represión de la traducción [128]. 
En el contexto de las enfermedades pulmonares, los miARN han sido ampliamente estudiados, ya 
que una de las ventajas que existe es que el pulmón tiene un perfil de expresión de miARN único y 
bastante conservado [131]. Entre los miARN ligados a la patología asmática, uno de los mejor 
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descritos es el miR-21 que suele encontrarse sobre-expresado en células epiteliales de pacientes 
asmáticos [132]. Este miARN está implicado en la regulación de los niveles de IL-12 (citocina que 
promueve la respuesta de las células T cooperadoras de tipo 1 [Th1]), reprimiendo su expresión y 
permitiendo que el balance Th1/Th2 se modifique hacia una respuesta Th2 [133,134].  
Un conocimiento más profundo sobre los distintos mecanismos y procesos que intervienen en el 
desarrollo de la patología asmática, así como un estudio más detallado del papel que desempeñan los 
exosomas y la forma de actuación específica de los miARN en dicha enfermedad, pueden ofrecer 
cambios fundamentales en el desarrollo de terapias o definición de biomarcadores. Esto permitiría 
un mejor diagnóstico y tratamiento para enfermedades multifactoriales y complejas como es el caso 
de la patología asmática [135].
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El objetivo principal de la presente tesis es demostrar la capacidad de los eosinófilos circulantes de 
producir y liberar exosomas al exterior celular y definir su posible papel en los procesos que 
caracterizan a la patología asmática. 
El objetivo general planteado se ha desarrollado en los siguientes objetivos parciales: 
 
1. Estudiar la liberación de exosomas al medio extracelular por parte de los eosinófilos 
purificados de sangre periférica procedentes de dos poblaciones diferentes: donantes sanos 
y pacientes asmáticos.  
 
2. Caracterizar los exosomas desde el punto de vista morfológico y molecular. 
 
3. Analizar la funcionalidad y los mecanismos de actuación de dichos exosomas sobre las 
principales células efectoras del asma: los eosinófilos (regulación autocrina).  
 
4. Evaluar los efectos que ejercen estos exosomas sobre las células estructurales del pulmón 
implicadas en la patología asmática: células epiteliales de vías respiratorias pequeñas y células 
del músculo liso bronquial. 
 
5. Búsqueda de un perfil diferencial de miARN de eosinófilos entre las condiciones asma y 
sano. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MATERIALES Y 
MÉTODOS 
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3.1. SELECCIÓN DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO 
La investigación se realizó en dos grupos de estudio: sujetos asmáticos y una población sana control. 
El reclutamiento de los pacientes asmáticos se realizó en los Servicios de Alergología de diferentes 
hospitales de la Comunidad de Madrid: Fundación Jiménez Díaz-Quirón Salud y Hospital 
Universitario La Paz. Los individuos sanos que participaron en el estudio se reclutaron entre el 
personal de investigación perteneciente al Grupo de Alergia e Inmunología del Instituto de 
Investigación Sanitaria Fundación Jiménez Díaz (IIS-FJD).  
La selección de los sujetos de estudio se estableció de acuerdo a una serie de criterios de inclusión 
que se detallan a continuación para cada grupo de individuos: 
• Individuos sanos: individuos preferentemente no fumadores y sin antecedentes de asma, 
enfermedad alérgica u otra patología respiratoria. 
 
• Individuos asmáticos: pacientes con una historia clínica consistente y evidencias objetivas 
de asma durante, al menos, 6 meses de duración, siguiendo los criterios establecidos por la 
Guía Española Para El Manejo Del Asma (GEMA 4.0) [136]: 
❖  Estos individuos mostraron una mejoría, superior al 12%, en el volumen espiratorio 
forzado en el primer segundo (FEV1) a los 15 min tras la administración de 400 µg 
de salbutamol o terbutalina inhalada. 
❖ Tuvieron una prueba de metacolina positiva (PC20 inferior a 16 mg/mL), lo cual es 
indicativo de hiperreactividad de las vías respiratorias. 
❖ Dichos sujetos tenían un grado leve, moderado o grave de la enfermedad durante, 
al menos, 6 meses de duración, siendo clínicamente estables. 
❖ Ninguno de ellos tuvo episodios de infección en el tracto respiratorio durante, al 
menos, 6 meses antes de su inclusión en el estudio.  
❖ Se incluyeron pacientes atópicos y no atópicos en el grupo de los asmáticos, debido 
a que no existen diferencias en los parámetros analizados para ambos grupos de 
pacientes, como previamente se ha observado.  
❖ Para los pacientes que reciben corticosteroides inhalados como tratamiento, los 
medicamentos fueron suspendidos, como mínimo, durante dos semanas antes de la 
extracción de sangre. Ningún paciente recibió corticosteroides orales (en los últimos 
6 meses previos al estudio), antagonistas de receptores de leucotrienos, aspirina u 
otro inhibidor de ciclooxigenasas (COX). 
3.2. CONSIDERACIONES ÉTICAS DEL ESTUDIO 
La obtención de muestras biológicas (sangre periférica) se llevó a cabo tras la firma del 
consentimiento informado por parte de todos los individuos integrantes del estudio. La hoja de 
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información al paciente explica a los sujetos participantes en qué consiste dicho estudio, que cumple 
con los principios de la Declaración de Helsinki, tal y como establece la legislación vigente, y que 
cuenta con la aprobación previa del Comité de Ética de Investigación Clínica (CEIC) del IIS-FJD. 
3.3. PURIFICACIÓN DE EOSINÓFILOS DE SANGRE PERIFÉRICA 
Tras la extracción de las muestras de sangre periférica (50 mL) en tubos con ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante (BD Vacutainer®, Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos), se realizó la purificación de los eosinófilos y de las células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC), mediante un procedimiento que consta de dos pasos, 
previamente descrito [137]. Previo al fraccionamiento de la sangre, esta se diluyó con solución salina 
0,9% (Braun, Melsungen, Alemania) en una proporción 1:1. 
En un primer paso, las distintas fracciones celulares se separaron por centrifugación diferencial en 
gradiente de densidad con una solución de aislamiento de linfocitos (Lymphoprep, Comercial Rafer SL, 
Zaragoza, España), como se puede observar en la Figura 11. Se realizó una proporción 5:3 de sangre 
diluida y Lymphoprep. La fracción de células mononucleares se lavó dos veces con solución salina 0,9% 
(Braun) y se resuspendió en medio de congelación, compuesto por RPMI-1640 (Lonza, Basilea, Suiza) 
con un 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), 
guardándose 24-48 h a -80ºC, tras lo cual se almacenaron definitivamente en nitrógeno líquido. El 
proceso de purificación de eosinófilos continuó con la eliminación de los eritrocitos de la fracción 
polimorfonuclear, para lo que se utilizó solución de lisis (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, EDTA 
0,1 mM, pH 7,5).  
 
Figura 11. Fraccionamiento de sangre completa por gradiente de densidad. A. Previo a la centrifugación, 
la sangre diluida y el Lymphoprep quedan separados. B. Después de la centrifugación la sangre se divide en 
diferentes fases o capas, comprendiendo la capa de plasma, células mononucleares, Lymphoprep y la capa de 
células rojas y granulocitos (células polimorfonucleares).   
En un segundo paso, se eliminaron las células residuales de la fracción polimorfonuclear utilizando 
el kit de purificación EasySep® (StemCell Technologies, Vancouver, Canadá), siguiendo las 
instrucciones del fabricante, el cual contiene un cóctel de anticuerpos frente a diversos marcadores 
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de superficie: CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD36, CD56, CD123 y glicoforina A. El 
método elegido en la purificación de los eosinófilos se basa en la inmunoselección negativa, según se 
representa en la Figura 12, ya que los eosinófilos no tienen ninguno de los marcadores de superficie 
anteriormente reseñados. 
 
Figura 12. Esquema del protocolo de purificación de eosinófilos por inmunoselección negativa, 
mediante el uso de nanopartículas magnéticas. Modificado del protocolo proporcionado con el producto 
por EasySep® (StemCell Technologies). 
La evaluación de la viabilidad de las células obtenidas y el contaje de las mismas se realizó en la cámara 
de Neubauer, mediante la tinción con azul tripán (Sigma-Aldrich, Merck KGaA), mientras que para 
la determinación del número de eosinófilos purificados se utilizó la cámara de Fuchs-Rosenthal, 
previa tinción con el colorante de basófilos (0,05% azul de toluidina, 0,85% NaCl, etanol 95% y 
saponina). Para evaluar el rendimiento del proceso y el grado de purificación de los eosinófilos 
obtenidos, dichas células se marcaron con dos anticuerpos conjugados con distintos fluorocromos: 
anti-lectina de tipo inmunoglobulina de unión a ácido siálico 8 (SIGLEC8) conjugado con 
isotiocianato de fluoresceína (FITC) (MACS, Miltenyi Biotec, Bergis Gladbach, Alemania) y anti-
CD16 conjugado con ficoeritrina (PE) (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos). 
Posteriormente, la muestra se analizó en el citómetro de flujo FACSCanto II (BD Biosciences). La 
pureza obtenida de rutina fue superior al 96%, la cual se corresponde con el porcentaje de células 
SIGLEC8-FITC+/CD16-PE-.  
3.4. CULTIVOS CELULARES 
3.4.1. Cultivo de eosinófilos 
Los eosinófilos purificados de sangre periférica, tanto de pacientes asmáticos como de individuos 
sanos, se ajustaron a una concentración celular de 1 x 106 células/mL en medio RPMI-1640 sin rojo 
fenol (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos) suplementado con: suero 
bovino fetal inactivado (STFi) 10%, al cual se le habían eliminado previamente los exosomas por 
ultracentrifugación y posterior filtrado con filtros de 0,22 µm de poro (Merck Millipore, Merck 
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KGaA), 0,1 nmol/L de aminoácidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de 
estreptomicina, 10 nmol/L de ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfónico (HEPES) y 2 
nmol/L de L-glutamina, todo ello proporcionado por la casa comercial Lonza. El medio de cultivo 
se suplementó con una combinación de estímulos: IL-5 (5 ng/mL) y GM-CSF (10 ng/mL) (R&D 
Systems, Bio-Techne, McKinley, MN, Estados Unidos), excepto en algunos ensayos específicos 
donde no se añadieron dichos estímulos. Los eosinófilos se cultivaron en placas de 24 pocillos 
(Corning®, Corning, NY, Estados Unidos) y se mantuvieron a 37ºC en una atmósfera al 5% de CO2 
a diferentes tiempos: 90 min, 2 h o 24 h, dependiendo del tipo de ensayo realizado. En todos los 
experimentos, los eosinófilos se utilizaron a una concentración celular de 1 x 106 células/mL. 
En ciertos experimentos (análisis de miARN), inmediatamente después de la purificación, los 
eosinófilos procedentes de individuos sanos y de pacientes asmáticos se lavaron con PBS 1X, se 
resuspendieron en 700 µL de QIAzol (Qiagen, Hilden, Alemania) y se almacenaron a -80ºC hasta su 
posterior uso. 
3.4.2. Cultivo de células epiteliales de vías respiratorias pequeñas (SAEC) 
El medio de cultivo que se utilizó para el crecimiento de este tipo celular fue el SAGM BulletKit 
Medium (Lonza), el cual contiene el medio basal (SABM) y los siguientes estímulos, los cuales se 
añadieron al medio en las concentraciones indicadas por el fabricante: 
• Extracto de pituitaria bovina. 
• Hidrocortisona. 
• Factor de crecimiento epidérmico humano. 
• Epinefrina. 
• Transferrina. 
• Insulina. 
• Ácido Retinoico. 
• Triyodotironina. 
• Antibióticos: gentamicina/anfotericina-B. 
• Albúmina de suero bovino libre de ácidos grasos. 
Para la realización de los experimentos fue necesario que las SAEC (Lonza) estuvieran en el tercer 
pase de crecimiento. Por ello las células se cultivaron siguiendo el protocolo que se describe a 
continuación. 
Inicialmente las células se crecieron en flask de 75 cm2 (Corning®), a una concentración de 2.500 
células/cm2 y con un volumen de medio de cultivo de 1 mL/5 cm2. Cuando las células llegaron a una 
confluencia del 80%, se despegaron del flask con 6 mL de tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich, Merck 
KGaA), previo lavado con 20 mL de PBS 1X estéril. Para inactivar la tripsina se añadieron 12 mL de 
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solución de neutralización de la tripsina (Lonza). Posteriormente, se recogió todo el volumen y se 
centrifugó a 220 g durante 5 min a 22ºC. Se eliminó el sobrenadante y el sedimento de células se 
resuspendió en 2-3 mL de medio de cultivo. A continuación, se realizó el recuento de células y la 
evaluación de la viabilidad de la muestra, mediante la tinción con azul tripán (Sigma-Aldrich, Merck 
KGaA) y contaje en la cámara de Neubauer, para volver a cultivarlas a una concentración de partida 
de 2.500 células/cm2. Este cultivo se realizó en flask de 75 cm2 (si el propósito era continuar con el 
crecimiento de células) o en placas de cultivo (si el objetivo era utilizarlas para iniciar los diferentes 
experimentos). En ambos casos, las células se incubaron a 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2.  
3.4.3. Cultivo de células del músculo liso bronquial (BSMC) 
El medio de cultivo idóneo utilizado para este tipo celular fue el SmGM-2 BulletKit (Lonza), que 
contiene el medio basal (SmBM) y los siguientes reactivos, que fueron añadidos siguiendo las 
recomendaciones de la casa comercial: 
• Factor de crecimiento epidérmico humano. 
• Insulina. 
• Factor de crecimiento de fibroblastos humanos. 
• Antibióticos: gentamicina/anfotericina-B. 
• Suero de ternera fetal sin exosomas. 
Para la realización de los experimentos fue necesario que las BSMC (Lonza) se encontraran en el 
tercer pase de crecimiento. Por ello las células se cultivaron siguiendo el mismo procedimiento 
detallado para las SAEC en el apartado 3.4.2. Sin embargo, en este caso la concentración celular inicial 
fue de 3.500 células/cm2. 
3.5. PURIFICACIÓN DE EXOSOMAS PROCEDENTES DE 
EOSINÓFILOS 
Los exosomas producidos por 4 x 106 eosinófilos procedentes de individuos sanos o de pacientes 
asmáticos se aislaron del sobrenadante del medio de cultivo. Para ello, las células se cultivaron durante 
24 h en placas de 24 pocillos (Corning®), según las condiciones descritas en el apartado 3.4.1. Tras la 
incubación se recogieron las células y el medio de cultivo (sobrenadante), mediante el siguiente 
protocolo:  
A. Sobrenadante. En él se encuentran los exosomas secretados por los eosinófilos. Para 
purificarlos, primero el medio de cultivo se sometió a una serie de centrifugaciones en pasos 
secuenciales para eliminar cualquier célula y/o resto celular (dos veces a 750 g durante 4 min; 
una vez a 2000 g durante 4 min; dos veces a 13500 g durante 1 min). Posteriormente, el 
sobrenadante se ultracentrifugó a 100.000 g durante 16 h a 4ºC. El precipitado de exosomas 
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resultante de la ultracentrifugación se lavó con PBS 1X filtrado y los exosomas se 
resuspendieron en 60 µL de PBS 1X/EDTA 5 mM. Tras esto, se disgregaron usando una 
jeringuilla con aguja (1 mL calibre-29 x ½”, BD Biosciences) y se almacenaron a -80ºC para 
su posterior utilización en los diferentes ensayos. En algunas muestras, estos exosomas se 
resuspendieron en 700 µL de QIAzol (Qiagen) para la posterior extracción de miARN. 
B. Células. Los eosinófilos se separaron del medio de cultivo tras la primera centrifugación a 
750 g durante 4 min (mencionada en el punto anterior) y se lavaron con 1 mL de PBS 1X 
filtrado para eliminar cualquier resto de medio de cultivo que pudiera haber quedado. Tras 
la centrifugación a 12.000 g durante 1 min, el sobrenadante se descartó y los eosinófilos se 
resuspendieron en 700 µL de QIAzol (Qiagen) y se guardaron a -80ºC, para su posterior 
utilización en el análisis de miARN. 
Previo a la realización de los ensayos funcionales, tanto con eosinófilos como con células epiteliales 
y musculares, se realizaron curvas dosis-respuesta con diferentes concentraciones de exosomas 
procedentes de pacientes asmáticos (3, 6 y 12 x 106 exosomas/mL), determinando que la dosis 
efectiva de exosomas era de 6 x 106 exosomas/mL para todos los tipos celulares. De la misma manera, 
en algunos experimentos, se utilizaron 6 x 106 exosomas/mL de individuos sanos para definir el 
efecto que ejercían sobre las células. 
3.6. CARACTERIZACIÓN DE EXOSOMAS DE EOSINÓFILOS 
3.6.1. Identificación de cuerpos multivesiculares y exosomas de eosinófilos 
3.6.1.1. Microscopía de epifluorescencia y microscopía confocal de cuerpos multivesiculares 
Los eosinófilos purificados de sujetos asmáticos se mantuvieron en cultivo durante 24 h en las 
condiciones descritas en el apartado 3.4.1, tras lo cual se lavaron con PBS 1X. Posteriormente, se 
fijaron con paraformaldehído al 4% durante 15 min a temperatura ambiente y, seguidamente, se pre-
incubaron con albúmina de suero bovino (BSA) al 5%, marcándose intracelularmente con los 
anticuerpos primarios anti-tetraspanina CD63, como anticuerpo específico de vesículas endosomales, 
y anti-LBPA, como marcador específico de cuerpos multivesiculares (MVB).  
Anticuerpo 
Primario 
Dilución 
Temperatura
/Tiempo 
Casa 
Comercial 
Anticuerpo 
Secundario 
Dilución 
Temperatura
/Tiempo 
Casa 
Comercial 
Anti-CD63 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:200 4ºC/1 h 
Immunostep 
S.L., 
(Salamanca, 
España) 
Anti-IgG de 
ratón hecho 
en cabra- 
FITC 
1:500 4ºC/1 h 
BD 
Biosciences 
Anti-LBPA 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:200 4ºC/1 h 
Echelon 
Biosciences 
(Salt Lake City, 
UT, Estados 
Unidos) 
Anti-IgG de 
ratón hecho 
en cabra- 
Alexa Fluor 
647 
1:500 4ºC/1 h 
Invitrogen, 
Thermo Fisher 
Scientific 
Tabla 1. Condiciones experimentales del inmunomarcaje para la identificación de MVB de eosinófilos 
mediante microscopía confocal y de epifluorescencia. FITC, isotiocianato de fluoresceína; IgG, 
inmunoglobulina G; LBPA, ácido lisobisfosfatídico. 
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Las condiciones experimentales que se utilizaron en la incubación de los anticuerpos (todos ellos 
diluidos en PBS 1X/BSA 0,5%/Tritón X-100 0,1%) se detallan en la Tabla 1. Finalmente, para 
visualizar los núcleos de las células se añadió 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 300 nM (Molecular 
Probes, Thermo Fisher Scientific). Como control negativo se utilizaron células en presencia de 
anticuerpo secundario. 
La microscopía confocal se realizó en un microscopio Leica acoplado a un escáner Leica TCS SP5 
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) y un objetivo 63 NA 1.4 Plan Apo. Las imágenes de las 
células se consiguieron con una sección óptica de 0,7 µm. Para analizar las imágenes se utilizó el 
software ImageJ (National Institutes of Health, Rockville, MD, Estados Unidos). 
Las imágenes de microscopía de epifluorescencia se tomaron en un microscopio Nikon Eclipse 
TE2000S (Nikon Instruments, Melville, NY, Estados Unidos) equipado con una cámara digital DS-
Qi1Mc y un objetivo Plan Apo VC 60 1.4. Las imágenes digitales obtenidas se analizaron mediante 
el software NIS-AR (Nikon Instruments). Todas las imágenes fueron tomadas en el eje z 
correspondiente a la máxima intensidad de fluorescencia observada. Se analizaron un mínimo de 50 
células por cada condición del ensayo, correspondientes a diferentes campos del microscopio. 
3.6.1.2. Microscopía electrónica de transmisión de cuerpos multivesiculares y exosomas 
Los eosinófilos en cultivo se recogieron y se fijaron en una solución de fijación compuesta por: 
paraformaldehído 1%, glutaraldehído 1,5% y CaCl2 0,025% en un tampón de cacodilato de sodio 0,1 
M, pH 7,4, durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se resuspendieron en un 
tampón de cacodilato de sodio 0,1 M frío (pH 7,4) y se procedió al marcaje con el anticuerpo primario 
anti-LBPA.  
Por otra parte, los exosomas procedentes de los eosinófilos se resuspendieron en PBS 1X/EDTA    
5 mM y se fijaron con paraformaldehído al 2% durante 1 h a temperatura ambiente, antes de proceder 
al marcaje con anti-CD63 y anti-ALIX. Previo a la realización de la microscopía electrónica, estas 
muestras se trataron con glutaraldehído al 2,5% y se contrastaron añadiendo acetato de uranilo al 2%. 
Anticuerpo 
Primario 
Dilución 
Temperatura
/Tiempo 
Casa 
Comercial 
Anticuerpo 
Secundario 
Dilución 
Temperatura
/Tiempo 
Casa 
Comercial 
Anti-LBPA 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:50 TA/2 h 
Echelon 
Biosciences  
Anti-IgG de 
ratón hecho 
en cabra-Oro 
5 nm 
1:20 TA/1 h 
Sigma-Aldrich 
(Merck 
KGaA) 
Anti-CD63 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:20 TA/2 h 
Immunostep 
S.L. 
Anti-IgG de 
ratón hecho 
en cabra-Oro 
5 nm 
1:20 TA/1 h 
Sigma-Aldrich 
(Merck 
KGaA) 
Anti-ALIX 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:20 TA/2 h 
Santa Cruz 
Biotechnology 
(Dallas, TX, 
Estados 
Unidos) 
Anti-IgG de 
ratón hecho 
en cabra-Oro 
5 nm 
1:20 TA/1 h 
Sigma-Aldrich 
(Merck 
KGaA) 
Tabla 2. Condiciones experimentales del inmunomarcaje para la caracterización de moléculas 
específicas de exosomas y de su biogénesis mediante microscopía electrónica de transmisión. IgG, 
inmunoglobulina G; LBPA, ácido lisobisfosfatídico; TA, temperatura ambiente. 
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Tanto los anticuerpos primarios como los anticuerpos secundarios conjugados con las nanopartículas 
de oro de 5 nm se diluyeron en PBS 1X/BSA 0,1%. Las condiciones experimentales seguidas durante 
el inmunomarcaje se detallan en la Tabla 2. 
Las preparaciones se examinaron con un microscopio de transmisión electrónica JEOL JEM1010 
(JEOL USA, Peabody, MA, Estados Unidos) de 80 kV para células y 100 kV para exosomas, en el 
Laboratorio de Microscopía Electrónica de Transmisión de la Unidad de Microscopía de la 
Universidad Autónoma de Madrid. 
3.6.2. Movilización y secreción de exosomas 
3.6.2.1. Inducción e inhibición de la secreción de exosomas 
Para inducir la secreción de exosomas se incubaron 2 x 106 eosinófilos de pacientes asmáticos con 
IFN-γ (20 ng/mL; R&D Systems, Bio-Techne) durante 10 min, 4 h o 16 h, dependiendo del tipo de 
ensayo, o con CCL11/eotaxina-1 (100 ng/mL; R&D Systems, Bio-Techne) durante 1 h. Todas las 
incubaciones se realizaron a 37ºC en una atmósfera al 5% de CO2. 
Para estudiar si la liberación de los exosomas es un proceso regulado o solamente inducido, se 
realizaron ensayos de inhibición de su secreción añadiendo al cultivo de eosinófilos un inhibidor 
específico de la proteína quinasa C (PKCi): Gö6985 (Sigma Aldrich, Merck KGaA) a una 
concentración final de 5 µM durante 20 min a 37ºC en una atmósfera al 5% de CO2, de forma previa 
al tratamiento con IFN-γ. 
3.6.2.2. Movilización de los gránulos del eosinófilo 
3.6.2.2.1. Ensayos de transfección y expresión del vector 
Para realizar la transfección, 2 x 106 eosinófilos purificados de pacientes asmáticos se incubaron con 
20 µg del plásmido pEFGFP-C1bosCD63, en un volumen total de 650 µL, y se mantuvieron a 37ºC 
en una atmósfera al 5% de CO2 durante 24 h. La eficiencia de transfección rutinaria determinada 
mediante citometría de flujo fue alrededor del 75%, no siendo necesario ningún método adicional de 
transfección. 
3.6.2.2.2. Microscopía de epifluorescencia 
Los eosinófilos transfectados fueron adheridos a placas de cultivo con fondo de cristal de 35 mm 
(MatTek Corporation, Ashland, MA, Estados Unidos) tapizadas con fibronectina. Estas placas se 
pusieron en el incubador acoplado al microscopio Nikon Eclipse TE2000S (Nikon Instruments) y 
los eosinófilos (2 x 106) fueron estimulados con 20 ng/mL de IFN-γ (R&D Systems, Bio-Techne) 
durante 10 min, 4 h o 16 h, manteniendo las condiciones óptimas de temperatura, humedad y CO2 
mediante un sistema automático OKO Lab System (Okolab SRL, Nápoles, Italia).  
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El ensayo de time-lapse se realizó en células vivas y las imágenes de epifluorescencia se analizaron 
usando el software informático NIS-AR (Nikon Instruments). Las imágenes se tomaron cada minuto 
usando un filtro específico para la proteína verde fluorescente (GFP). Las imágenes de 
epifluorescencia fueron mejoradas usando el software de deconvolución Huygens (Scientific Volume 
Imaging B.V., Hilversum, Holanda). 
3.6.2.2.3. Citometría de flujo 
Los eosinófilos procedentes de cultivo con o sin IFN-γ (20 ng/mL; R&D Systems, Bio-Techne) 
durante 10 min, se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 15 min a temperatura ambiente, se 
pre-incubaron con BSA al 5% y se marcaron intracelularmente con los anticuerpos detallados en la 
Tabla 3, diluidos en PBS 1X/BSA 0,5%/Tritón X-100 0,1%.  
Anticuerpo 
Primario 
Dilución 
Temperatura
/Tiempo 
Casa 
Comercial 
Anticuerpo 
Secundario 
Dilución 
Temperatura
/Tiempo 
Casa 
Comercial 
Anti-CD63 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:100 4ºC/1 h 
Immunostep 
S.L. 
Anti-IgG de 
ratón hecho en 
cabra-FITC 
1:500 4ºC/1 h 
BD 
Biosciences  
Anti-LBPA 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:100 4ºC/1 h 
Echelon 
Biosciences 
Anti-IgG de 
ratón hecho en 
cabra-PE 
1:500 4ºC/1h 
BD 
Biosciences  
Tabla 3. Condiciones experimentales del inmunomarcaje de proteínas de MVB de eosinófilos 
identificadas mediante citometría de flujo. FITC, isotiocianato de fluoresceína; IgG, inmunoglobulina G; 
LBPA, ácido lisobisfosfatídico; PE, ficoeritrina. 
Después del marcaje intracelular de 1 x 105 eosinófilos, se analizó la intensidad media de fluorescencia 
(IMF) del LBPA y de CD63 utilizando un citómetro de flujo BD FACSCanto II (BD Biosciences). 
En cada ensayo se evaluaron entre 50.000 y 100.000 células. 
3.6.3. Caracterización morfológica y proteica de los exosomas 
3.6.3.1. Análisis de seguimiento de nanopartículas 
La distribución de tamaño y la cuantificación de la concentración de las muestras de los exosomas se 
analizaron mediante la tasa de movimiento browniano usando un sistema NanoSight LM10 (Malvern 
Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido), el cual está equipado con un vídeo de captura, así como 
con un software de seguimiento de partículas [138,139].  
Los exosomas obtenidos del sobrenadante del cultivo de 4 x 106 eosinófilos procedentes de 
eosinófilos de sujetos sanos y de pacientes asmáticos, como se ha especificado en el apartado 3.5., se 
inyectaron en la cámara del NanoSight LM10 en un volumen final de 0,5 mL de PBS 1X/EDTA           
5 mM. El tamaño (nm) y concentración (partículas/mL) de los exosomas se obtuvo por la 
determinación de la media ± desviación estándar (DE) de tres medidas independientes realizadas en 
cada una de las muestras. 
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3.6.3.2. Espectrometría de masas 
La caracterización de las proteínas de los exosomas se realizó en dos grupos de muestras procedentes 
de las dos poblaciones de estudio, las cuales estaban compuestas por exosomas procedentes de 7 
individuos sanos y de 8 pacientes asmáticos, minimizándose de esta forma la posible variación entre 
muestras. 
El análisis de las proteínas se llevó a cabo en el Servicio de Proteómica del Centro de Biología 
Molecular Severo Ochoa, mediante cromatografía inversa en fase líquida RP-LC-MS/MS, en un 
sistema Easy-nLC II acoplado a un espectrómetro híbrido de masas LTQ-Orbitrap-Velos-Pro 
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo el protocolo descrito en estudios anteriores [140,141].  
Brevemente, las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida en condiciones 
desnaturalizantes (SDS-PAGE), en un gel separador al 10% y un gel concentrador al 5%, y en 
condiciones reductoras. Seguidamente, las proteínas fueron reducidas, alquiladas y digeridas in situ 
con un gradiente de tripsina (Promega, Madison, WI, Estados Unidos). Posteriormente, se secaron y 
desalaron, siendo digeridas y resuspendidas en 10 µL de ácido fórmico 0,1% para su análisis en el 
espectrómetro de masas. 
La identificación de los datos crudos se llevó a cabo usando el algoritmo SEQUEST (Proteome 
Discovered 1.4, Thermo Fisher Scientific). La búsqueda se hizo comparando las secuencias obtenidas 
con la base de datos de UniProtKB (http://www.uniprot.org) correspondiente a humano.  
Para que las proteínas identificadas fueran incluidas en el estudio tenían que tener secuencias de, al 
menos, 2 péptidos únicos. 
3.7. ENSAYOS FUNCIONALES EN EOSINÓFILOS Y EN CÉLULAS 
ESTRUCTURALES DE PULMÓN 
3.7.1. Apoptosis 
3.7.1.1. Ensayos de anexina V 
Se cultivaron 5 x 105 eosinófilos procedentes de pacientes asmáticos por pocillo en placas de 24 
pocillos (Corning®), según las condiciones descritas en el apartado 3.4.1., a los cuales se añadieron 3, 
6 y 12 x 106 exosomas/mL de pacientes asmáticos o 6 x 106 exosomas/mL de individuos sanos y se 
dejaron 24 h en presencia de estos.  
Las células epiteliales de vías respiratorias pequeñas (SAEC) se cultivaron en tercer pase en placas de 
24 pocillos (Corning®). En cada uno de ellos se pusieron 40.000 células, dejándolas crecer el tiempo 
necesario hasta alcanzar un 80-90% de confluencia. Cuando las células estuvieron listas para la 
realización de los ensayos, se añadieron 500 µL de medio con 6 x 106 exosomas/mL de eosinófilos 
de pacientes asmáticos o de individuos sanos durante 6 h, 24 h y 48 h. Transcurrido el tiempo de 
Materiales y Métodos 
39 
incubación, las células se recogieron de los pocillos con tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich, Merck 
KGaA), se contaron al microscopio, previa tinción con azul tripán (Sigma-Aldrich, Merck KGaA), 
para determinar la viabilidad y se lavaron con 1 mL de PBS 1X. 
Tras el cultivo correspondiente, se determinó la apoptosis de las células mediante citometría de flujo 
(FACSCanto II, BD Biosciences), usando el AnnexinV-FITC Apoptosis Detection kit (Affymetrix, 
Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. De forma resumida, 1 x 105 
células se marcaron con un anticuerpo contra la molécula anexina V conjugado con FITC (dilución 
1:40). Posteriormente, se añadió yoduro de propidio (PI) a una concentración final de 1 µg/mL, para 
determinar la desintegración del ADN. 
De esta manera, se distinguen 4 fases (Fig. 13): 
1. Vivas: marcaje doble negativo.  
2. Apoptosis temprana: marcaje simple positivo para la anexina V. Este estado es reversible. 
3. Apoptosis tardía: doble marcaje positivo para la anexina V y el PI. Es un estatus irreversible. 
4. Necrosis: marcaje simple positivo para el PI. 
 
Figura 13. Esquema representativo de una gráfica de puntos obtenida por citometría de flujo de los 
ensayos de apoptosis. La imagen representa las cuatro fases en las que se pueden encontrar las células: vivas, 
en apoptosis temprana, en apoptosis tardía o en necrosis. 
Se contabilizaron 10.000 eventos por cada ensayo. Las células anexina V-FITC+/PI-PerCP-Cy5- y 
anexina V-FITC+/PI-PerCP-Cy5+ se seleccionaron para definir el porcentaje total de apoptosis. 
3.7.1.2. Ensayos de TUNEL 
Para confirmar los resultados obtenidos en los ensayos de apoptosis por citometría de flujo en las 
SAEC se utilizó la técnica de TUNEL, que emplea como base la técnica de la inmunofluorescencia y 
su posterior visualización por microscopía confocal. 
Inicialmente, se cultivaron 80.000 SAEC por pocillo en tercer pase en una platina de imagen celular 
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de dos pocillos (Cell Imaging Slide, Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Las células se dejaron crecer 
hasta alcanzar el 80-90% de confluencia, tras lo cual se retiró el medio de cultivo y se lavaron con 
PBS 1X estéril, para eliminar cualquier resto de medio y posibles células muertas. A continuación, se 
añadieron 2 mL de medio de cultivo por pocillo, el cual contenía 6 x 106 exosomas/mL procedentes 
de eosinófilos de pacientes asmáticos o de individuos sanos y se dejaron incubando durante 24 h a 
37ºC en una atmósfera al 5% de CO2. Como control negativo se utilizó medio ultracentrifugado sin 
exosomas. 
El control positivo se realizó mediante un tratamiento de las SAEC con DNasa I, en el cual las células 
se pre-trataron con tampón DN (Trizma base 30 mM pH 7,2, MgCl2 4 mM, DTT 0,1 mM) durante 
5 min a temperatura ambiente y, seguidamente, se añadió DNasa I (Qiagen) disuelta en tampón DN 
a una concentración final de 1,0 µg/mL (lo cual equivale a una actividad específica de 10.000 U/mL), 
permitiendo que se produjera la reacción durante 10 min a temperatura ambiente. Para eliminar la 
DNasa I, las células se lavaron 5 veces con H2O bidestilada, dejando 3 min entre cada lavado. 
Una vez las células estaban preparadas para el ensayo, se utilizó el kit ApopTag® Fluorescein In Situ 
Apoptosis Detection (Merck Millipore, Merck KGaA) para la determinación de la apoptosis, siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Con el objetivo de teñir los núcleos, se añadió DAPI 300 nM 
(Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific) y las células se incubaron durante 30 min a 37ºC en 
oscuridad.  
Las células se visualizaron inmediatamente en un microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica 
Microsystems), donde se tomaron imágenes con el objetivo de 20X de diferentes campos. Los 
resultados se expresan como la media del porcentaje de células apoptóticas/células DAPI+ contadas 
en 11-25 campos diferentes. 
3.7.2. Estudio de la adhesión celular y la migración en eosinófilos 
3.7.2.1. Adhesión 
Los experimentos de adhesión, realizados en placa de 96 pocillos (Corning®), se iniciaron añadiendo 
60 µL a cada pocillo de una solución de fibronectina diluida en PBS 1X (20 µg/mL; R&D Systems, 
Bio-Techne), y se incubó toda la noche a 4ºC. A continuación, se bloquearon los sitios libres de unión 
con BSA 0,1% diluida en PBS 1X, para evitar las uniones inespecíficas. Los eosinófilos purificados 
de sangre periférica de individuos asmáticos, y procedentes de cultivo durante 24 h con IL-5 y GM-
CSF, se añadieron a la placa (70.000 células por pocillo) junto con exosomas de pacientes asmáticos 
(3, 6 y 12 x 106 exosomas/mL), 6 x 106 exosomas/mL de individuos sanos o solo el medio 
ultracentrifugado (control), incubando la placa durante 90 min a 37ºC con 5% CO2. Tras realizar dos 
lavados con PBS 1X para eliminar los eosinófilos que no se habían adherido, se midió la actividad 
residual de la peroxidasa del eosinófilo en las células que habían quedado pegadas a la placa, 
añadiendo 100 µL del sustrato de la peroxidasa por pocillo: 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB) de 
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BD OptEIA (BD Biosciences). Para detener la reacción se añadieron 50 µL de H2SO4 1 M en cada 
pocillo. La actividad residual de la peroxidasa se cuantificó por un método colorimétrico, midiendo 
la densidad óptica (D.O.) a 450 nm en un lector de placas Infinite® M200 (Tecan, Männedorf, Suiza). 
La adhesión fue calculada como el incremento de la D.O. a 450 nm en los eosinófilos cultivados en 
presencia de exosomas frente al control negativo. Todas las medidas se hicieron por triplicado. 
3.7.2.2. Migración (Quimiotaxis y Quimiocinesis) 
Para efectuar estos ensayos se utilizaron eosinófilos purificados de pacientes con asma procedentes 
de cultivo durante 24 h según las condiciones descritas en el apartado 3.4.1., pero sin la presencia de 
IL-5 ni de GM-CSF. 
En la realización de los ensayos de quimiotaxis, se añadieron 3, 6 y 12 x 106 exosomas/mL de 
eosinófilos de pacientes asmáticos, CCL11/eotaxina-1 (25, 50 y 100 ng/mL; R&D Systems, Bio-
Techne) o ambos estímulos juntos al medio de cultivo que estaba en la parte inferior de los pocillos. 
Como control se añadió medio ultracentrifugado. También se realizaron estos ensayos con exosomas 
de individuos sanos (6 x 106 exosomas/mL). A continuación, se llevaron a cabo los ensayos de 
migración, que se detallan más adelante en este mismo apartado. La eotaxina-1 se utilizó como 
quimioatrayente selectivo de eosinófilos [142]. 
Para desarrollar los ensayos de quimiocinesis, los eosinófilos procedentes de cultivo se estimularon 
con exosomas de pacientes asmáticos (6 x 106 exosomas/mL) o IL-5 (5 ng/mL) más GM-CSF (10 
ng/mL) durante 90 min a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5%. A continuación, los eosinófilos 
estimulados de esta manera se utilizaron para realizar los ensayos de migración. En este caso no se 
añadió ningún estímulo en el medio de cultivo de la parte inferior de los pocillos. La IL-5 y el GM-
CSF se usaron como estímulos quimiocinéticos de eosinófilos [142]. 
Los ensayos de migración se realizaron en placas de 24 pocillos (Corning®), utilizando filtros de 
cultivo celular con un poro de 5 µm de diámetro (Merck Millipore, Merck KGaA). En la parte 
superior del filtro se añadieron 2,5 x 105 eosinófilos procedentes de las condiciones de cultivo 
previamente mencionadas (ensayos de quimiotaxis o quimiocinesis). En la parte inferior, los pocillos 
se llenaron con 600 µL de medio RPMI-1640 completo sin rojo fenol. La migración se llevó a cabo 
mediante la incubación de las células a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5% durante 90 min. 
Finalizado el tiempo de incubación se determinó el número de eosinófilos migrados, cuantificando 
el número de eventos durante 3 min en el citómetro de flujo (FACSCanto II, BD Biosciences). Los 
resultados se expresan como el aumento o la disminución de la migración de los eosinófilos en las 
diferentes condiciones ensayadas respecto al control (medio ultracentrifugado sin exosomas). 
3.7.2.3. Moléculas de adhesión y receptor implicado en la migración 
Los eosinófilos de individuos asmáticos procedentes de algunos de los ensayos de migración 
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(quimiotaxis), se recogieron y se utilizaron para realizar el marcaje de las moléculas de adhesión más 
comunes e importantes en este tipo celular con los siguientes anticuerpos de humano: anti-CD54-PE 
(ICAM-1), anti-CD106-FITC (VCAM-1), anti-CD49d-PE (VLA-4) y anti-CD49b-FITC (integrina 
α2), todos ellos adquiridos a la casa comercial BD Biosciences. También se procedió al marcaje de 
uno de los receptores implicados en la migración: el receptor de quimiocina 3 conjugado con FITC 
(CCR3-FITC) (R&D Systems, Bio-Techne). Previo al marcaje, se bloquearon los receptores de la 
fracción constante de inmunoglobulinas (Fc), incubando los eosinófilos con un reactivo comercial 
(FcR Blocking Reagent, MACS, Miltenyi Biotec) durante 10 min en hielo. Como control de isotipo se 
utilizó el marcaje IgG1-FITC/IgG2a-PE (BioLegend, San Diego, CA, Estados Unidos). Todos los 
anticuerpos se utilizaron en una dilución de 1:200 en PBS 1X/STFi 2%/EDTA 1 mM. 
El porcentaje de expresión de las moléculas de adhesión y del receptor CCR3 tras la migración de los 
eosinófilos hacia los exosomas de pacientes asmáticos o hacia el medio ultracentrifugado (control) se 
analizó por citometría de flujo, evaluando 10.000 células por ensayo y determinando el porcentaje de 
células con fluorescencia positiva para cada una de las moléculas de estudio. 
3.7.3. Determinación de la producción de óxido nítrico 
Para la realización de estos ensayos se utilizaron 5 x 105 eosinófilos procedentes de pacientes 
asmáticos por pocillo, los cuales se cultivaron en placas de 24 pocillos (Corning®) durante 24 h a 37ºC 
en una atmósfera de CO2 al 5% en ausencia de IL-5 y GM-CSF. A estas células se añadieron diferentes 
dosis de exosomas de eosinófilos de origen asmático (3, 6 y 12 x 106 exosomas/mL) o exosomas de 
eosinófilos de individuos sanos (6 x 106 exosomas/mL). Como control negativo se utilizó medio 
ultracentrifugado. La concentración total de nitritos se determinó en el sobrenadante de dichos 
cultivos mediante el kit colorimétrico Total Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite Assay (R&D Systems, Bio-
Techne), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Dicha concentración se determinó mediante 
la lectura de la D.O. a 540 nm realizada en un lector de placas Infinite® M200 (Tecan). El resultado se 
expresa como la concentración de nitritos en µmol/L. Para evitar sobrestimar la concentración de 
nitritos, se cuantificaron los niveles de nitritos endógenos y se restaron a los niveles obtenidos de 
nitritos totales. 
3.7.4. Análisis de la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
Para detectar y cuantificar las ROS, se cultivaron 5 x 105 eosinófilos de pacientes asmáticos por pocillo 
en placas de 24 pocillos (Corning®) durante 24 h en las condiciones descritas en el apartado 3.4.1. 
Seguidamente, se añadieron exosomas de pacientes asmáticos (3, 6 y 12 x 106 exosomas/mL), 
exosomas de sujetos sanos (6 x 106 exosomas/mL) o medio ultracentrifugado (control), incubándose 
durante 2 h a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5%, tras lo cual se añadió la sonda fluorescente 
intracelular que detecta las ROS: 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCF-DA, Thermo 
Fisher Scientific) en una concentración final de 5 µM. Tras esto, las células se incubaron durante 30 
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min a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5%, evaluándose la producción de ROS mediante citometría 
de flujo con un citómetro FACSCanto II (BD Biosciences). En cada ensayo se analizaron 20.000 
células. 
Los resultados se expresan como la variación de la IMF de los eosinófilos cultivados con exosomas 
de sujetos sanos o de pacientes asmáticos en relación al control. 
3.7.5. Reparación del daño epitelial establecido (ensayos de cierre de herida) 
Para realizar este ensayo, se cultivaron 80.000 SAEC por pocillo en tercer pase en una platina de 
imagen celular de dos pocillos (Cell Imaging Slide, Eppendorf). Las células se dejaron crecer hasta 
alcanzar una confluencia del 95-100%, tras lo cual se realizó una herida artificial ejerciendo presión 
con una punta de pipeta de 200 µL. Posteriormente, las células se lavaron con PBS 1X estéril para 
retirar cualquier resto celular, y se añadieron 2 mL de medio de cultivo por pocillo, adicionando 6 x 
106 exosomas/mL procedentes de eosinófilos de pacientes asmáticos a uno de los pocillos (el otro se 
utilizó como control, donde se añadió medio ultracentrifugado sin exosomas). También se realizaron 
estos ensayos en células cultivadas con 6 x 106 exosomas/mL procedentes de individuos sanos. 
Los ensayos de cierre de herida se llevaron a cabo en un microscopio Nikon Eclipse TiE 2000S 
(Nikon Instruments) equipado con una cámara digital DS-Qi1Mc y un objetivo 10X Plan Apo VC 
60 NA 1.4 y las condiciones de cultivo fueron controladas usando un incubador automático OKO 
Lab System (Okolab SRL). Para visualizar la evolución de la reparación de dicha herida, se tomaron 
fotografías de diferentes zonas de la herida a diferentes tiempos: las 4 primeras horas del ensayo se 
tomaron cada 10 min, y las horas siguientes hasta el cierre completo de herida cada 20 min, con 1 seg 
de tiempo de exposición.  
El análisis y procesado de las imágenes se realizó por diferentes programas informáticos: NIS-AR 
(Nikon Instruments) y el programa de dominio público ImageJ (National Institutes of Health). Con este 
último software se determinó la disminución del área de la herida a medida que transcurría el tiempo. 
Los resultados se expresan como el cierre de herida relativo, definido como el porcentaje de área 
cubierta por las células en relación a la reparación completa de la herida en el control a las 24 h. 
3.7.6. Hiperplasia de células del músculo liso bronquial (BSMC) 
3.7.6.1. Proliferación 
Para evaluar la proliferación celular se utilizó el Test de Proliferación Celular en Placa ELISA Biotrak® 
(Amersham Cell Proliferation Biotrak ELISA System, GE Healthcare), siguiendo las instrucciones 
recomendadas por el fabricante del kit. Dicho método se basa en la cuantificación de la incorporación 
de la 5’-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), durante la síntesis de ADN, por las células en proliferación. 
Para desarrollar estos ensayos se cultivaron 5.000 BSMC por pocillo en placas de 96 pocillos 
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(Corning®) y se dejaron incubando durante 24 h a 37ºC y 5% CO2. Pasado ese tiempo, se añadieron 
100 µL de medio/pocillo con exosomas procedentes de eosinófilos de pacientes asmáticos y de 
sujetos sanos (6 x 106 exosomas/mL), excepto a las células del control negativo a las que se adicionó 
medio ultracentrifugado, incubándose durante diferentes tiempos: 24 h, 48 h y 72 h. 
Transcurrido ese tiempo se añadió la BrdU y, tras 24 h, se llevó a cabo la medida de la D.O. a             
450 nm en el lector de placa Infinite® M200 (Tecan) para determinar la proliferación. Los valores de 
D.O. se correlacionan directamente con la cantidad de síntesis de ADN y, en consecuencia, con el 
cambio en la proliferación de las células en cultivo. 
Los resultados están expresados como el aumento o la disminución de la proliferación de las BSMC 
incubadas con exosomas de individuos sanos o asmáticos en relación al control (células cultivadas 
con medio ultracentrifugado). 
3.7.6.2. Inhibición de la proliferación 
Se cultivaron 5.000 BSMC por pocillo, en placas de 96 pocillos (Corning®), con 100 µL de medio 
durante 24 h a 37ºC y 5% CO2. Pasado este tiempo, se añadió a las células el inhibidor de la 
fosforilación de ERK1/2: PD98059 (Sigma-Aldrich, Merck KGaA) a una concentración final de       
50 µM, durante 2 h, previo a la adición de los exosomas. Se retiró el medio que contenía el inhibidor, 
las células se lavaron con PBS 1X estéril y se añadió medio de cultivo el cual contenía 6 x 106 
exosomas/mL de origen asmático. Por último, las células se incubaron durante 72 h a 37ºC en una 
atmósfera de CO2 al 5%, realizando a continuación el ensayo de proliferación, como está detallado 
en el apartado anterior. 
3.7.7. Mecanismo de actuación de los exosomas 
3.7.7.1. Microscopía confocal de eosinófilos 
Para determinar cómo ejercen sus efectos los exosomas sobre los eosinófilos, se analizó si dichos 
exosomas actúan por simple contacto con la superficie celular o, por el contrario, son internalizados 
por la célula. 
Para la realización de estos ensayos, se marcaron exosomas purificados de pacientes asmáticos con el 
anticuerpo de humano anti-CD63 (Calbiochem, Merck KGaA; dilución 1:30) durante toda la noche 
a 4ºC. A continuación, se añadió el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con el 
fluorocromo Alexa Fluor-647 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific; dilución 1:40), y se incubó 
durante 2 h en hielo y oscuridad. Para descartar posibles uniones inespecíficas, se realizaron diferentes 
controles que se detallan más adelante en este apartado. Después del marcaje, se añadieron 6 x 106 
exosomas marcados/mL procedentes de individuos asmáticos a un cultivo de 2 x 105 eosinófilos de 
pacientes asmáticos, a los que se les había teñido el núcleo con DAPI 300 nM (Molecular Probes, 
Thermo Fisher Scientific).  
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La placa de cultivo en la que se realizó el ensayo (Imaging Dish, Miltenyi Biotec) se colocó 
inmediatamente en un microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems), donde se 
obtuvieron imágenes con el objetivo de 20X y aplicando un aumento de 5X. Durante todo el ensayo 
se mantuvieron las condiciones de temperatura, humedad y CO2 óptimas (37ºC, 5% CO2). 
Los controles realizados en estos ensayos fueron los siguientes: 
• Control negativo. Se cultivaron eosinófilos sin añadirles exosomas marcados. La única 
tinción que se realizó fue la del núcleo mediante DAPI. 
• Control anticuerpo secundario Alexa Fluor-647. Se añadió el anticuerpo secundario anti-IgG 
de ratón conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor-647 (dilución 1:40) para desestimar 
posibles uniones inespecíficas a los eosinófilos. 
• Control anticuerpo CD63 + Alexa Fluor-647. Se añadió al cultivo de eosinófilos una mezcla 
de los anticuerpos anti-CD63 (dilución 1:30) con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 
Alexa Fluor-647 (dilución 1:40). De esta manera, se descartan las posibles uniones no 
deseadas de estos anticuerpos, tanto a sitios inespecíficos como a moléculas de CD63 
localizadas en el interior celular o en la superficie celular. 
3.7.7.2. Microscopía confocal de células estructurales 
Para desarrollar estos ensayos se cultivaron SAEC en tercer pase (2.500 células/cm2) en una placa de 
imagen celular de dos pocillos (Cell Imaging Slide, Eppendorf) y BSMC en tercer pase (3.500 
células/cm2) en una placa apta para microscopía confocal (Imaging Dish, Miltenyi Biotec). Las células 
se incubaron durante 72 h en las condiciones previamente descritas en los apartados 3.4.2. y 3.4.3., 
hasta alcanzar una confluencia del 80-90%. De forma previa a la adición de los exosomas marcados, 
se tiñó el núcleo con DAPI 300 nM (Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific). 
El marcaje de los exosomas se llevó a cabo con el marcador lipofílico fluorescente PKH67 (Sigma-
Aldrich, Merck KGaA), siguiendo las instrucciones del fabricante. De forma resumida, en un 
volumen de 100 µL de PBS 1X/EDTA 5 mM se añadieron exosomas de eosinófilos de pacientes 
asmáticos y de individuos sanos para obtener una concentración final de 6 x 106 exosomas/mL. A 
continuación, los exosomas resuspendidos se mezclaron con 100 µL de la sonda PKH67 
(concentración final de 2 µM) diluida en diluyente C y se dejaron incubando durante 5 min a 
temperatura ambiente, agitándolo con la pipeta cada minuto. Se añadieron 200 µL de una solución 
de BSA al 5% para detener la reacción. Para eliminar el exceso de sonda no unida, se utilizaron las 
Exosome Spin Column (Thermo Fisher Scientific), añadiendo la muestra de exosomas marcados al 
polímero de la columna, centrifugando 2 min a 750 g y recogiendo el eluido. Como control negativo, 
se utilizaron 100 µL de PBS 1X/EDTA 5 mM, siguiendo el mismo procedimiento.  
Para observar la captación de exosomas, la placa de cultivo se colocó en un microscopio confocal 
Leica TCS SP5 (Leica Microsystems), donde se obtuvieron imágenes con el objetivo de 20X y 
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aplicando un aumento de 5X. En todo momento se mantuvieron las condiciones de temperatura, 
humedad y CO2 óptimas (37ºC, 5% CO2). 
3.8. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE CITOCINAS Y MEDIADORES 
PRO-INFLAMATORIOS MEDIANTE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO 
REAL 
3.8.1. Obtención de las muestras 
Se cultivaron 2.500 SAEC/cm2 y 3.500 BSMC/cm2 en placas de 12 pocillos (Corning®), añadiendo 
500 µL de medio/pocillo, las cuales se dejaron crecer hasta alcanzar un 80-90% de confluencia. En 
ese momento, se retiró el medio de cultivo, se lavaron con PBS 1X y se añadió 1 mL de medio por 
pocillo con 6 x 106 exosomas de pacientes asmáticos o de individuos sanos, o medio ultracentrifugado 
sin exosomas en el caso del control. Se dejaron incubando a 37ºC en una atmósfera con un 5% de 
CO2 durante 3 h, 6 h y 24 h. 
Transcurrido el tiempo de incubación, las células se lavaron con PBS 1X y se recogieron del pocillo 
con tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich, Merck KGaA). A continuación, se volvieron a lavar con PBS 
1X, se añadió 1 mL de QIAzol (Qiagen) y se almacenaron a -80ºC hasta su posterior utilización. 
3.8.2. Extracción del ARN 
La extracción del ARN se hizo mediante el método de Chomczynski [143]. La cantidad de ARN 
obtenida se cuantificó en un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Bonsai Advanced Technologies, 
Madrid, España). La contaminación de las muestras, con impurezas orgánicas e inorgánicas, afecta 
de manera significativa a la sensibilidad y especificidad del resultado, por lo que también se comprobó 
la pureza de la muestra, determinada por las siguientes relaciones de absorbancias (A): A260/A280 y 
A260/A230, las cuales han de tener unos valores comprendidos entre 1,8 y 2. 
3.8.3. Síntesis del ADN complementario 
Se retrotranscribió 1 µg de ARN a ADN complementario (ADNc) de acuerdo con las instrucciones 
proporcionadas en el kit de transcripción inversa High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 
Biosystems, Thermo Fisher Scientific).  
La mezcla de reacción se preparó en un volumen final de 20 µL de un tampón adecuado, el cual 
contenía la enzima transcriptasa inversa MultiScript, desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTP) y 
cebadores aleatorios. El ARN disuelto en agua libre de ARNasas se añadió a la mezcla de reacción. 
La retrotranscripción se llevó a cabo en un termociclador 2720 (Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific), con el siguiente programa de temperaturas y tiempos: 10 min a 25ºC, 120 min a 37ºC y 5 
min a 85ºC. Finalizada la reacción, las muestras se guardaron a -20ºC hasta su utilización. 
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3.8.4. Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 
La reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) se realizó en el sistema 
de PCR a tiempo real 7500 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). La mezcla de reacción 
(TaqMan Universal PCR Master Mix) y las sondas TaqMan se compraron a la casa comercial Applied 
Biosystems (Thermo Fisher Scientific). Las sondas TaqMan utilizadas, específicas de humanos, fueron 
las correspondientes a los siguientes genes: GAPDH, TNF, CCL26, POSTN, TSLP, NFKB2, TLR3, 
IL33, EGF, FLG, CCR3, VEGFA, TGFB1, MMP9 y FGF2. Todas estas sondas poseen una 
eficiencia igual a 2. En cada reacción se utilizaron 100 ng de ADNc.  
El programa de PCR constó de 40 ciclos de amplificación (15 seg a 95ºC y 1 min a 60ºC). 
La expresión del ARN se analizó en cada muestra utilizando el valor del ciclo umbral (Ct) obtenido 
con cada gen de interés. Cada muestra se realizó por triplicado y se calculó la media de los Ct de cada 
gen, siempre que no difirieran entre ellos más de 0,5 ciclos. Dicho Ct fue relativizado al Ct del gen 
endógeno (GAPDH). Finalmente, la expresión génica relativa se calculó de la siguiente manera [144]: 
2-∆∆Ct; donde ∆∆Ct = ∆CtExosomas - ∆CtControl; donde ∆Ct =  Ctgen -  CtGAPDH 
3.9. MEDIDA DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 
Las proteínas, tanto intracelulares como liberadas por las células, se evaluaron mediante dos técnicas 
diferentes: western blot y ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). 
3.9.1. Identificación y cuantificación de proteínas mediante western blot 
3.9.1.1. Obtención de extractos proteicos 
Se cultivaron 2 x 106 eosinófilos procedentes de pacientes asmáticos o de individuos sanos en placas 
de 24 pocillos (Corning®) a 37ºC en una atmósfera del 5% de CO2, en las condiciones de cultivo 
descritas en los apartados 3.4.1 y 3.6.2.1. Finalizado el correspondiente tiempo de incubación, se 
recogieron los eosinófilos y se aislaron los exosomas que habían liberado al sobrenadante, de acuerdo 
al protocolo descrito en el apartado 3.5.  
Por otro lado, se cultivaron 2.500 SAEC/cm2 y 3.500 BSMC/cm2 en placas de 6 pocillos (Corning®) 
a 37ºC en una atmósfera del 5% de CO2 hasta que alcanzaron un 80-90% de confluencia. En ese 
momento, se añadieron 2 mL de medio con 6 x 106 exosomas/mL procedentes de pacientes 
asmáticos o de individuos sanos, o medio ultracentrifugado (control) y se incubaron a 37ºC en una 
atmósfera del 5% de CO2 durante 24 h y 48 h (SAEC) o 72 h (BSMC). Las células del músculo liso 
bronquial también se incubaron con el inhibidor PD98059 previo a la adición de exosomas de origen 
asmático, en las condiciones detalladas en el apartado 3.7.6.2. 
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Cuando finalizó el tiempo de incubación de cada uno de los ensayos, los eosinófilos, los exosomas 
purificados y las células estructurales (SAEC y BSMC) se recogieron en tampón de lisis de proteínas, 
en una relación de 50 µL por cada 1 x 106 células, constituido por: Tris-HCl 20 mM, NaP2O7 30 mM, 
NaCl 40 mM, EDTA 5 mM pH 7,4, NP-40 1%, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, 
Na3VO4 2 mM, ácido desoxicólico 0,5%, leupeptina 10 µg/mL y aprotinina 5 µg/mL. Las muestras 
se dejaron en hielo 15 min, agitándolas cada 2 min, y transcurrido ese tiempo se centrifugaron 5 min 
a 4ºC a 12.000 g, recogiendo el sobrenadante y almacenándolo a -20ºC hasta su utilización. 
La concentración de proteínas procedentes de las BSMC y las SAEC se determinó por el método 
colorimétrico de Bradford [145] mediante el uso del reactivo Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, Hércules, 
CA, Estados Unidos) y cuantificando las muestras en un Nanodrop ND-1000 (Bonsai Advanced 
Technologies). La curva patrón se construyó utilizando diluciones seriadas 1:2 de BSA de 
concentración conocida (rango de curva: 2.000-31,25 µg/ml). 
3.9.1.2. Inmunodetección de proteínas 
La separación electroforética de las proteínas se realizó, en el caso de eosinófilos y exosomas, con 
todo el lisado proteico obtenido. Sin embargo, en el caso de las células estructurales se utilizaron       
10 µg de proteína. Estos lisados proteicos se mezclaron con el tampón de carga (Tris-HCl 100 mM 
pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 20% y β-mercaptoetanol 1X) y se incubaron a 
100ºC durante 5 min para conseguir su desnaturalización completa, excepto para la inmunodetección 
de CD63, en donde el extracto proteico se separó en un gel bajo condiciones no reductoras (sin β-
mercaptoetanol), como se describe previamente [146]. Los diferentes lisados de proteínas se cargaron 
en un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes, y se llevó a cabo la electroforesis 
(SDS-PAGE) durante 90 min a 100 V. 
La transferencia se realizó en membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Amersham, GE 
Healthcare), utilizando el sistema de transferencia semi-seco (Trans-Blot Turbo Transfer System, Bio-
Rad). A continuación, se bloquearon los sitios de unión inespecíficos con leche 5% disuelta en PBS 
1X/Tween-20 0,2% durante 2 h a temperatura ambiente con balanceo. Después de este bloqueo, las 
membranas se incubaron con diferentes anticuerpos primarios, y tras sucesivos lavados con PBS 
1X/Tween-20 0,2% para eliminar el exceso de anticuerpo no unido, se incubaron con sus respectivos 
anticuerpos secundarios.  
En la Tabla 4 se detallan las condiciones experimentales de las diferentes inmunodetecciones. En 
todos los casos, los anticuerpos se diluyeron en PBS 1X/Tween-20 0,2%/Leche 0,5% y se dejaron 
incubando con la membrana en balanceo. 
La inmunodetección se realizó por quimioluminiscencia mediante el uso del reactivo ECL 
(Amersham, GE Healthcare Life Sciences), dejándolo 1 min en contacto con la membrana, tras lo 
cual se retiró el exceso de líquido y se visualizaron las bandas en un sensor de quimioluminiscencia 
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Amersham Imager 600 (GE Healthcare). 
Anticuerpo 
Primario 
Dilución 
Temperatura
/Tiempo 
Casa 
Comercial 
Anticuerpo 
Secundario 
Dilución 
Temperatura
/Tiempo 
Casa 
Comercial 
Anti-CD63 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:200 4ºC/ON 
Calbiochem, 
(Merck KGaA) 
Anti-IgG de 
ratón hecho en 
cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-CD9 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:200 4ºC/ON 
Immunostep 
S.L. 
Anti-IgG de 
ratón hecho en 
cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-ALIX 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:500 4ºC/ON 
Cell Signaling 
Technology 
(Beverly, MA, 
Estados Unidos) 
Anti-IgG de 
ratón hecho en 
cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-EPO 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:500 4ºC/ON 
Chemicon 
International 
(Merck KGaA) 
Anti-IgG de 
ratón hecho en 
cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-MBP 
de humano 
hecho en 
ratón 
1:500 4ºC/ON 
Chemicon 
International, 
(Merck KGaA) 
Anti-IgG de 
ratón hecho en 
cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-ECP 
de humano 
hecho en 
conejo 
1:500 4ºC/ON 
Santa Cruz 
Biotechnology 
Anti-IgG de 
conejo hecho 
en cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-fosfo 
ERK1/2 de 
humano   
hecho en 
conejo 
1:1.000 4ºC/ON 
Cell Signaling 
Technology 
Anti-IgG de 
conejo hecho 
en cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-
ERK1/2 de 
humano 
hecho en 
conejo 
1:5.000 TA/2 h 
Cell Signaling 
Technology 
Anti-IgG de 
conejo hecho 
en cabra-HRP 
1:5.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-fosfo 
AKT de 
humano 
hecho en 
conejo 
1:500 4ºC/ON 
Cell Signaling 
Technology 
Anti-IgG de 
conejo hecho 
en cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-fosfo 
STAT3 de 
humano 
hecho en 
conejo 
1:500 4ºC/ON 
Cell Signaling 
Technology 
Anti-IgG de 
conejo hecho 
en cabra-HRP 
1:1.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-           
α-tubulina 
de humano    
hecho en 
ratón 
1:1.000 TA/2 h 
Santa Cruz 
Biotechnology 
Anti-IgG de 
ratón hecho en 
cabra-HRP 
1:2.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Anti-        
β-actina de 
humano       
hecho en 
conejo 
1:3.000 TA/2 h 
Cell Signaling 
Technology 
Anti-IgG de 
conejo hecho 
en cabra-HRP 
1:5.000 TA/2 h 
Merck 
Millipore, 
(Merck 
KGaA) 
Tabla 4. Condiciones experimentales de las inmunodetecciones de proteínas de eosinófilos, exosomas 
y células estructurales mediante western blot. HRP, peroxidasa de rábano; ON, toda la noche (overnight); 
TA, temperatura ambiente. 
Las bandas obtenidas se densitometraron con el software informático Quantity One (Bio-Rad). El 
densitometrado de cada proteína se relativizó frente a α-tubulina, β-actina o ERK1/2, dependiendo 
del ensayo realizado. 
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3.9.2. Cuantificación de periostina en plasma 
La evaluación de la concentración de periostina en plasma se hizo mediante ELISA utilizando el kit 
Human Periostin/OSF-2 DuoSet ELISA (R&D Systems, Bio-Techne), siguiendo el protocolo 
recomendado por el fabricante. En algunas de las muestras fue necesario diluir el plasma (1:50 o 
1:100), debido a que la concentración de proteína sobrepasaba el límite superior de la curva patrón 
proporcionada por el kit. La curva patrón se construyó utilizando diluciones seriadas 1:2 de periostina 
de concentración conocida (rango de curva: 4,00-0,0625 ng/ml). 
La cuantificación de la concentración de proteína se realizó mediante la lectura de la D.O. a una 
longitud de onda de 450 nm, con una longitud de onda de corrección de 570 nm, en un lector de 
placas automático Infinite® M200 (Tecan). 
3.10. EVALUACIÓN DE miARN DE EOSINÓFILOS Y DE SUS 
EXOSOMAS 
3.10.1. Secuenciación de nueva generación 
La secuenciación masiva o de nueva generación (NGS) de los miARN se realizó en colaboración con 
la Unidad de Biología Molecular del Institut Pasteur de Montevideo (Uruguay). 
3.10.1.1. Homogeneización de las muestras 
Las muestras de eosinófilos y de exosomas de eosinófilos procedentes de pacientes asmáticos y de 
individuos sanos que se encontraban almacenadas a -80ºC se descongelaron y se homogeneizaron, 
eliminando con una jeringuilla con aguja (1 mL calibre-29 x ½”, BD Biosciences) los agregados que 
pudieran quedar. Después, las muestras se agitaron con el vórtex durante 15 seg para asegurar su 
correcta disgregación. Una vez homogeneizadas, se dejaron 5 min a temperatura ambiente. 
3.10.1.2. Extracción del ARN total enriquecido en miARN 
Para extraer la fracción total de ARN, enriquecida en ARN de pequeño tamaño (menores a 200 
nucleótidos, miARN), se utilizaron los siguientes kits comerciales siguiendo las instrucciones 
proporcionadas por el fabricante: el miRNeasy Mini Kit (Qiagen) para la extracción del ARN de 
eosinófilos y el miRNeasy Micro Kit (Qiagen) para la extracción del ARN de los exosomas de 
eosinófilos. Estos kits combinan la lisis con fenol/guanidina y una purificación basada en la unión 
del ARN total a una membrana de sílice. 
Tras la extracción, la cantidad de ARN obtenida se cuantificó en un espectrofotómetro Nanodrop ND-
1000 (Bonsai Advanced Technologies) comprobando, simultáneamente, la pureza de la muestra 
según los criterios establecidos en el apartado 3.8.2. 
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3.10.1.3. Precipitación del ARN 
El siguiente paso fue la preparación de las muestras de ARN de eosinófilos de individuos sanos y de 
pacientes asmáticos para realizar la secuenciación.  
En primer lugar, se procedió a la precipitación de los ácidos nucleicos, utilizando el reactivo 
GenElute™ LPA (Sigma-Aldrich, Merck KGaA), el cual es un transportador neutral de poli-
acrilamida lineal que ayuda, junto al etanol, a co-precipitar los ácidos nucleicos [147]. Se añadieron al 
ARN 0,1 volúmenes de acetato de sodio 3 M pH 5,2, 0,1 volúmenes del transportador GenElute™ 
LPA (con una concentración inicial de 25 µg/µL) y 2,5 volúmenes de etanol absoluto (PanReac 
AppliChem, Darmstadt, Alemania). Esta mezcla se agitó bien para su correcta homogeneización y se 
guardó a -80ºC. El envío de las muestras se realizó a -80ºC. 
Cuando la Unidad de Biología Molecular del Institut Pasteur de Montevideo (Uruguay) recibió las 
muestras, estas se centrifugaron durante 5 min a 12.000 g a 4ºC, eliminando el sobrenadante con 
cuidado. El precipitado se lavó con, al menos, 100 µL de etanol al 70% y seguidamente se volvió a 
centrifugar a 12.000 g durante 5 min. Se eliminó el sobrenadante y el precipitado se dejó secar a 
temperatura ambiente para evaporar los restos de etanol. Para finalizar, el precipitado de ácidos 
nucleicos se disolvió en tampón TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). 
3.10.1.4. Secuenciación de nueva generación Illumina 
Inicialmente se utilizaron 2 µg de ARN total, del cual se prepararon diferentes bibliotecas de ARN 
mediante el kit NEBNext® Small RNA Library Prep Set for Illumina® (New England Biolabs, Ipswich, 
MA, Estados Unidos), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Después de la purificación y la 
selección del tamaño, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, se realizó el control de 
calidad de la biblioteca con el High Sensitivity DNA chip kit for Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, 
Estados Unidos). Se utilizó el kit dsDNA broad range (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) para la 
cuantificación de los ácidos nucleicos en el QuBit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific). La 
secuenciación de nueva generación Illumina de lectura única se realizó durante 50 ciclos en un 
secuenciador Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos). Posteriormente, se realizaron 
varios controles de calidad y un análisis de la distribución de tamaño en las secuencias sin procesar. 
Para eliminar la secuencia del adaptador 5’- AGATCGGAAGAGCACACGTCT desde el extremo 
3’ de las lecturas, y una longitud de lectura mínima de 17 nucleótidos, se utilizó la herramienta 
bioinformática Cutadapt [148]. Las lecturas finales se alinearon con las secuencias correspondientes al 
genoma humano de referencia hg38, almacenado en la base de datos UCSC Genome Browser 
(https://genome.ucsc.edu, Universidad de California, Santa Cruz, Estados Unidos) usando la 
herramienta bioinformática Bowtie [149]. Para ello se utilizó el modo de alineamiento global y los 
parámetros -v2 -a -best -strata. La anotación de los miARN se realizó de acuerdo a la base de datos 
miRBase Release 21 [114]. 
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El análisis de los perfiles de expresión y de la expresión diferencial se realizó en el entorno 
R/Bioconductor [150], usando la función específica featureCounts [151] y el paquete edgeR [152]. 
Previamente a la búsqueda de los miARN maduros diferencialmente expresados en eosinófilos 
procedentes de ambas condiciones, la tabla de recuento se filtró para aquellas secuencias de miARN 
maduras no expresadas por encima de 1 cuenta por millón (cpm) de lecturas mapeadas en, al menos, 
cinco muestras. La normalización y la estimación de dispersión común se realizaron usando los 
parámetros por defecto de edgeR. Por último, y antes de la corrección de pruebas múltiples con una 
tasa de falsos descubrimientos (FDR) del 5%, se utilizaron los valores de la dispersión Tagwise en un 
test exacto mediante el método de la probabilidad máxima condicional ajustada por cuartiles, para 
evaluar las secuencias de los miARN expresadas diferencialmente entre ambas condiciones. 
Finalmente, se obtuvo un listado de miARN, de los cuales algunos de ellos se encontraban 
diferencialmente expresados entre las condiciones sano y asma, cumpliendo determinadas premisas: 
un valor p (p) y un FDR menor a 0,05. 
3.10.2. Confirmación de miARN de eosinófilos 
3.10.2.1. Síntesis de ADN complementario 
Las muestras de miARN procedentes de los eosinófilos y de los exosomas de eosinófilos, se ajustaron 
a una concentración de 5 ng/µL, para utilizar una cantidad final de 20 ng.  
La retrotranscripción a ADNc se realizó con el Universal cDNA Synthesis kit II (Exiqon, Qiagen), 
siguiendo las indicaciones del fabricante. La reacción se llevó a cabo en un termociclador Veriti® 96-
Well (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) con el siguiente programa de tiempos y 
temperaturas: 60 min a 42ºC y 5 min 92ºC. En todas las reacciones se añadió el Synthetic RNA spike 
in SP6 (Exiqon, Qiagen) como control interno de la reacción. 
3.10.2.2. Reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real de miARN 
Una vez obtenido el ADNc, este se diluyó con agua libre de nucleasas en una proporción de 1:80. 
Esta dilución se preparó en el momento de realizar la RT-qPCR. 
La RT-qPCR se llevó a cabo mediante el kit ExiLENT SYBR® Green Master Mix (Exiqon, Qiagen), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada reacción se hizo en un volumen final de 10 µL de una 
mezcla de reacción constituida por 5 µL de Master Mix, 1 µL de cebador y 4 µL de la dilución 1:80 de 
ADNc. Todas las reacciones se realizaron por triplicado. Los cebadores correspondientes a cada 
miARN evaluado, fueron comprados a la casa comercial Exiqon (Qiagen), cuyas secuencias se 
corresponden con las secuencias disponibles en la base de datos miRBase [114,153]. Todos ellos tienen 
una eficiencia igual a 2. En la Tabla 5 se detalla el listado de los cebadores utilizados en la                     
RT-qPCR. 
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miARN endógenos 
hsa-miR-103a-3p hsa-miR-191-5p RNU6 
miARN a evaluar 
hsa-miR-1-3p hsa-miR-320a hsa-miR-1260a 
hsa-miR-21-5p hsa-miR-320b hsa-miR-1260b 
hsa-miR-144-3p hsa-miR-451a hsa-miR-1290 
hsa-miR-144-5p hsa-miR-486-5p hsa-miR-4425 
hsa-miR-146a-5p hsa-miR-590-3p hsa-miR-4443 
hsa-miR-146b-3p hsa-miR-629-5p hsa-miR-4521 
hsa-miR-146b-5p hsa-miR-664a-5p hsa-miR-5100 
hsa-miR-185-5p hsa-miR-1246 hsa-miR-7977 
Tabla 5. Cebadores utilizados en la RT-qPCR para la confirmación de los miARN con expresión 
diferencial descritos por secuenciación masiva entre los dos grupos de estudio. 
La reacción se llevó a cabo en el termociclador LightCycler® 96 (Roche, Basilea, Suiza) utilizando el 
siguiente programa: 
• Pre-incubación: 1 ciclo de 10 min a 95ºC. 
• Amplificación (2 pasos): 45 ciclos de 10 seg 95ºC y 1 min 60ºC. 
• Melting: 1 ciclo de 5 seg 95ºC, 1 min 65ºC y 1 seg 97ºC. 
Los resultados fueron analizados mediante el software informático LightCycler® 96 SW 1.1 (Roche). 
3.10.3. Análisis bioinformático 
Para el análisis de grupos, construcción de gráficos de análisis de componentes principales (PCA) y 
heatmaps se utilizó la herramienta ClustVis [154]. Esta herramienta utiliza el análisis de agrupamiento 
jerárquico no supervisado. 
3.11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Las características clínicas y demográficas de los pacientes se definieron usando estadísticos 
descriptivos, siendo expresadas como la mediana y el rango, la media aritmética ± DE y el rango o el 
porcentaje. 
El resto de los resultados se encuentran expresados como la media ± DE. 
Las comparaciones estadísticas entre un grupo y un valor constante (como en el caso de las medidas 
de cambio en varios parámetros, cuando el control toma el valor 1) se realizaron mediante el test de 
Wilcoxon para los datos no paramétricos y mediante la prueba t de Student para muestras con datos 
paramétricos. 
La comparación entre dos grupos con datos no paramétricos se realizó mediante el test de Mann-
Whitney. En relación a los datos paramétricos, se utilizó la prueba t de Student para grupos no 
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pareados con igual desviación estándar entre los datos, o la prueba t de Student para grupos no 
pareados con corrección Welch para aquellos grupos que tenían diferentes desviaciones estándar 
entre los datos. 
Para comparaciones entre 3 o más grupos con datos paramétricos se utilizó el test ANOVA con un 
test posterior de comparaciones múltiples de Bonferroni. Para la realización de las comparaciones 
entre 3 o más grupos con datos no paramétricos, el contraste estadístico utilizado fue el test de 
Kruskal-Wallis con un test posterior de comparaciones múltiples de Dunn. 
La normalidad de los datos se determinó por el test estadístico de Shapiro-Wilk cuando el tamaño 
muestral era menor o igual a 50. En el resto de casos (n > 50) la normalidad se evaluó mediante el 
test estadístico de Kolmogorov-Smirnov. El grado de significación estadística aplicado es p < 0,05 
(se aceptó como máximo una probabilidad de error no superior al 5%). 
Todos los test estadísticos utilizados son pruebas estadísticas bilaterales. 
El análisis estadístico realizado en el presente estudio se llevó a cabo por medio de los programas 
informáticos GraphPad Instat 3 y GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, Estados 
Unidos). 
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4.1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS Y DEMOGRÁFICAS DE LOS 
INDIVIDUOS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO 
El estudio se realizó en un total de 103 individuos, de los cuales 77 cumplían con el criterio de 
diagnóstico de asma y 26 fueron controles sanos. En la Tabla 6 se recogen las características clínicas 
y epidemiológicas de los pacientes del estudio. 
 Sanos 
(n = 26) 
Asma 
(n = 77) 
 
Valor p 
Edad (Años)a 32,81 ± 6,55 (25-51) 36,01 ± 8,95 (17-52)  > 0,05 
Hombres (%) 8 (30,77) 14 (18,18)  > 0,05 
Atopia (%) 7 (26,92) 65 (84,42)  < 0,0001 
Hábito tabáquico   
Fumador (%) 2 (7,69) 10 (12,99)  > 0,05 
Exfumador (%) 2 (7,69) 11 (14,29)  > 0,05 
No fumador (%) 22 (84,62) 56 (72,72)  > 0,05 
FEV1 (%)b ND 93,80 (49,30-128,30)   
FEV1/FVC (%)b ND 78,58 (56,70-93,53)   
FeNO (ppb)b ND 34,2 (5,69-148)   
IgE sérica total (kU/L)b ND 137,4 (5,67-6997)   
Eosinofilia (%)a < 3 5,29 ± 2,33 (2,00-10,30)  < 0,0001 
Tabla 6. Características clínicas y epidemiológicas de los sujetos del estudio. FeNO, fracción exhalada 
de óxido nítrico; FEV1, volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC, capacidad vital forzada; ND, 
no disponible. aMedia aritmética ± DE (rango); bmediana (rango). 
Los individuos se encuentran dentro de un rango intermedio de edad, entre 17 y 52 años. Aunque el 
grupo control tiene un menor promedio de edad, no existen diferencias significativas entre ambos 
grupos poblacionales. 
Con respecto al género, en ambos grupos son mayoritarias las mujeres, no existiendo diferencias 
entre ellos (p > 0,05). 
En relación a la atopia, se observa un mayor porcentaje de individuos atópicos en el grupo de los 
asmáticos, existiendo diferencias estadísticamente significativas con el grupo control (p < 0,0001). 
La mayoría de los individuos no son fumadores, aunque existe un porcentaje de sujetos fumadores o 
exfumadores en ambos grupos de estudio. El análisis estadístico reveló que no existen diferencias 
entre las dos poblaciones (p > 0,05). 
En cuanto a los datos que se derivan de la función pulmonar y los relativos a la determinación de la 
IgE sérica total, solo fue posible disponer de los datos del grupo de pacientes asmáticos. Como se 
puede observar, el valor de FEV1/FVC (cociente entre volumen máximo espirado en el primer 
segundo de una espiración forzada y la capacidad vital forzada) es superior al 70%. Además, la 
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fracción exhalada de óxido nítrico (FeNO) es inferior a 50 ppb. Estos dos parámetros se encuentran 
dentro del rango de normalidad, según las directrices recogidas en las versiones 4.0 y 4.2 de la Guía 
Española para el Manejo del Asma (GEMA) [136]. También se aprecia que el nivel de IgE total 
detectado en el suero de los pacientes con asma es elevado (137,4 kU/L). 
El porcentaje de eosinófilos en sangre periférica fue superior en los individuos asmáticos respecto a 
los sujetos sanos (5,29 ± 2,33% vs. < 3%; p < 0,0001). 
4.2. CARACTERIZACIÓN DE LOS EXOSOMAS PROCEDENTES DE 
EOSINÓFILOS 
Para comenzar el estudio se determinó si los eosinófilos poseen cuerpos multivesiculares (MVB), que 
son las estructuras precursoras de los exosomas. 
4.2.1. Identificación de cuerpos multivesiculares en los eosinófilos 
Para definir la existencia de MVB en eosinófilos se examinó la presencia de CD63 y del LBPA en 
estas estructuras. Los experimentos se realizaron en 6 muestras diferentes de pacientes asmáticos, 
analizando 20 eosinófilos por cada muestra mediante microscopía confocal.  
En la Figura 14 se visualiza la inmunorreactividad positiva de las moléculas CD63 (verde) y LBPA 
(rojo), existiendo co-localización en algunas zonas (amarillo). Esto indica la presencia de endosomas 
(CD63+), los cuales corresponden con MVB maduros (LBPA+). 
 
Figura 14. Microscopía confocal de los cuerpos multivesiculares de eosinófilos. Imágenes representativas 
de un eosinófilo procedente de un paciente asmático con marcaje intracelular CD63+ (verde) (A) y LBPA+ 
(rojo) (B). La imagen de fusión (C) representa la superposición de ambas y el color amarillo indica que el 
marcaje es coincidente en el espacio para ambas moléculas. 
Para reafirmar la presencia de MVB, se analizaron eosinófilos (n = 44) procedentes de 10 pacientes 
asmáticos por medio de microscopía electrónica de transmisión. 
Como se puede apreciar en la Figura 15A, existe inmunomarcaje LBPA+ en el interior del eosinófilo 
indicado por las puntas de flecha negras. También se observó la invaginación de la membrana 
limitante de los MVB para formar las vesículas intraluminales (ILV), indicado mediante las puntas de 
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flecha negras de la Figura 15B. En la Figura 15C se observa en detalle la fusión de un MVB con la 
membrana plasmática secretando las vesículas que contiene, las cuales poseen un tamaño y 
morfología compatibles con los exosomas. 
 
Figura 15. Microscopía electrónica de transmisión de los cuerpos multivesiculares de eosinófilos.        
A. Aumento de 8.000X de un eosinófilo. En la imagen izquierda, la flecha indica la presencia de MVB y el 
rectángulo detalla un MVB seleccionado. En la imagen derecha (aumento de 80.000X) las puntas de flecha 
indican la presencia del LBPA. B. Aumento de 8.000X de un eosinófilo (imagen izquierda). El rectángulo detalla 
un MVB maduro (aumento de 80.000X), como se observa en la imagen derecha, donde las puntas de flecha 
indican el proceso de formación de invaginaciones de los MVB, también denominadas ILV. C. Aumento de 
8.000X de un eosinófilo. En la imagen izquierda, el rectángulo señala la fusión de un cuerpo multivesicular con 
la membrana plasmática, la cual se observa más en detalle con el aumento de 40.000X (imagen derecha). La 
flecha indica la presencia de una vesícula extracelular con las características de un exosoma. Estas imágenes 
representativas pertenecen a 3 eosinófilos de un total de 44 eosinófilos analizados procedentes de 10 pacientes 
asmáticos diferentes.  
Todos estos resultados demuestran que los eosinófilos, dentro de su diversidad granular, cuentan con 
MVB que generarían exosomas.  
4.2.2. Movilización de los gránulos intracelulares, secreción y caracterización 
de exosomas 
El siguiente paso fue determinar la movilización de los gránulos intracelulares de los eosinófilos, 
como etapa previa a la liberación de exosomas.  
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4.2.2.1. Movilización de gránulos intracelulares inducida por IFN-γ 
Los eosinófilos transfectados con el plásmido pEFGFP-C1bosCD63, que contenía la proteína de 
fusión GFP-CD63, se estimularon con IFN-γ (n = 3) y se estudió el comportamiento de las vesículas 
intracelulares GFP-CD63+ mediante ensayos de time-lapse. Como control se utilizaron eosinófilos sin 
estimular (n = 7).  
En los ensayos de time-lapse se determinó un aumento de la fluorescencia de GFP-CD63+ en la 
membrana plasmática entre los 8 y 10 min posteriores a la estimulación con IFN-γ, como se observa 
en las Figuras 16A y 16B. Esto implica una movilización de los gránulos desde el citoplasma hasta la 
membrana para fusionarse con ella. 
 
Figura 16. Movilización de los gránulos de eosinófilos. A. Imágenes representativas de microscopía de 
epifluorescencia de eosinófilos transfectados viables a diferentes tiempos (3 min y 18 min). B. Cuantificación 
de la intensidad de fluorescencia, producida por la GFP-CD63, de eosinófilos estimulados con IFN-γ y sin 
estimular (medio). Las figuras representan la intensidad de fluorescencia de dos regiones de interés (ROI) 
definidas: área total celular (ROI 1) y área de la membrana plasmática (ROI 2). 
Al cuantificar la fluorescencia producida por el LBPA en eosinófilos estimulados y sin estimular con 
IFN-γ a diferentes tiempos (n = 50), se observó una fluorescencia menor en los eosinófilos 
estimulados en comparación a los eosinófilos sin estimular en todos los puntos temporales (p < 0,05; 
Fig. 17). También se aprecia una disminución progresiva de dicha fluorescencia a medida que 
aumentó el tiempo evaluado.  
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Figura 17. Fluorescencia producida por el LBPA en eosinófilos. Se cuantificó dicha fluorescencia por 
microscopía de epifluorescencia. *p < 0,05.  
Estos resultados se corroboraron mediante citometría de flujo, cuantificando la intensidad media de 
fluorescencia (IMF) de CD63 y del LBPA tras la estimulación de los eosinófilos con IFN-γ (n = 3) o 
sin ella (n = 3), como se representa en la Figura 18. Se observó una disminución de la IMF de ambas 
moléculas después de 10 min tras la estimulación con IFN-γ (p > 0,05), indicando que esta citocina 
promueve una movilización de los MVB desde el citoplasma hasta la membrana plasmática. 
 
Figura 18. Presencia de CD63 y del LBPA en los eosinófilos. A. Cuantificación de la fluorescencia de 
CD63 y del LBPA intracelular en las células estimuladas durante 10 min con IFN-γ o sin estimular.                        
B. Histogramas representativos de citometría de flujo de la variación de la intensidad de fluorescencia de CD63 
y del LBPA en eosinófilos estimulados o no con IFN-γ. También se observa el control de isotipo. 
4.2.2.2. Secreción y caracterización de los exosomas de eosinófilos 
El siguiente objetivo fue demostrar la secreción de exosomas al medio extracelular, así como su 
caracterización desde un punto de vista morfológico y molecular. 
4.2.2.2.1. Análisis de proteínas exosomales y regulación de la secreción de exosomas 
Las proteínas CD9, ALIX y CD63, que son características de exosomas, se analizaron por western blot 
en lisados exosomales procedentes de eosinófilos de pacientes asmáticos cultivados con IFN-γ 
eotaxina-1, o sin estímulos (n = 3). 
En el inmunoblot de la Figura 19, se visualizan bandas que se corresponden, por su peso molecular, 
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con las proteínas ALIX (95 kDa), CD63 (53 kDa) y CD9 (27 kDa). En el densitometrado se observó 
un aumento en la intensidad de todas las bandas analizadas en las muestras de exosomas procedentes 
de eosinófilos estimulados con IFN-γ (p > 0,05), indicando una mayor secreción de exosomas cuando 
los eosinófilos están en presencia de dicha citocina. 
 
Figura 19. Inmunodetección de ALIX, CD63 y CD9 en lisados de exosomas. Western blot de muestras de 
exosomas obtenidos tras la estimulación de los eosinófilos de pacientes asmáticos durante 10 min con IFN-γ 
(+) o sin ella (-), y densitometrado de las bandas. El medio con los exosomas eliminados (M) se utilizó como 
control de condiciones en ausencia de exosomas. Los niveles de expresión proteicos se normalizaron frente a 
la expresión de la α-tubulina. 
Como se aprecia en la Figura 20, al analizar las mismas moléculas en exosomas de eosinófilos 
estimulados con eotaxina-1, no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las proteínas 
analizadas. Con estos datos se deduce que, en contraposición al IFN-γ, la eotaxina-1 no induce la 
liberación de exosomas. 
 
Figura 20. Inmunodetección de ALIX, CD63 y CD9 en exosomas. Western blot de lisados de exosomas 
obtenidos después de la estimulación de los eosinófilos de pacientes asmáticos durante 1 h con eotaxina-1 (+) 
o sin ella (-), y densitometrado de las bandas. La β-actina se utilizó como control de carga. 
Para constatar si dicha secreción es un proceso regulado activamente o solamente inducido, se 
realizaron ensayos de inhibición de la activación de la proteína quinasa C (PKC) utilizando Gö6985 
(n = 3). 
Como se observa en la Figura 21, en estas condiciones de inhibición, la secreción de exosomas 
(establecida como la expresión de las proteínas exosomales CD9 y ALIX) experimenta una ligera 
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reducción comparada tanto con la de las células sin tratar como con la observada en las células 
estimuladas con IFN-γ (p > 0,05). 
 
Figura 21. Regulación de la secreción de los exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos. Western 
blot de ALIX y CD9 de lisados de exosomas procedentes de eosinófilos tras la estimulación o no con IFN-γ 
durante 10 min, o después de la inhibición de su secreción con el Gö6985 (PKCi) durante 20 min. La β-actina 
se utilizó como control de carga.  
En resumen, la presencia de ALIX, CD63 y CD9 en las nanovesículas liberadas por los eosinófilos 
permite confirmar el origen endosomal de las mismas y, por tanto, su definición como exosomas. 
Además, la secreción de exosomas no es solo un proceso inducido, sino que también está regulado, 
entre otros factores, por la PKC. 
4.2.2.2.2. Caracterización de los exosomas 
La morfología y el tamaño de los exosomas de eosinófilos, procedentes de 6 pacientes asmáticos, se 
determinó mediante microscopía electrónica de transmisión. 
Como se visualiza en la Figura 22, las vesículas tienen forma de copa, doble membrana y un diámetro 
entre 30-100 nm, lo que se corresponde con las características morfológicas de los exosomas 
previamente descritos en otras células. Además, se observa el inmunomarcaje positivo para las 
moléculas ALIX y CD63 (indicado por las flechas blancas), lo que confirma que estas vesículas son 
exosomas. 
 
Figura 22. Microscopía electrónica de transmisión de exosomas de eosinófilos. A-C. Imágenes 
representativas de la ultraestructura característica de los exosomas. Las flechas blancas indican 
inmunorreactividad positiva para CD63 y ALIX. 
Para corroborar el tamaño de las nanovesículas, los exosomas se analizaron utilizando un NanoSight 
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LM10. Teniendo en cuenta la relevancia y el papel que juegan los eosinófilos en la patología asmática, 
se decidió investigar si la producción de exosomas es una característica de los eosinófilos procedentes 
de los pacientes asmáticos o también son producidos por los eosinófilos de sujetos sanos. 
Como se aprecia en la Figura 23, ambos tipos de eosinófilos secretan exosomas y el tamaño de los 
exosomas procedentes de individuos sanos (n = 9) y de sujetos asmáticos (n = 20) fue similar en 
ambas muestras (175,33 ± 5,03 nm y 176,85 ± 22,54 nm, respectivamente; p > 0,05). El pico único 
de los gráficos indica que el tamaño es homogéneo. 
 
Figura 23. Tamaño de los exosomas. Histogramas representativos de muestras de exosomas procedentes de 
eosinófilos de sujetos sanos (A) y de pacientes asmáticos (B) donde se refleja el tamaño de estas nanovesículas. 
Al examinar la cantidad de exosomas producidos, se constató que los eosinófilos de pacientes 
asmáticos (n = 20) producían más exosomas que los eosinófilos de sujetos sanos (n = 9; 11,73 x 108 
± 5,03 x 108 vs. 3,84 x 108 ± 1,21 x 108 exosomas/mL; p < 0,0001; Fig. 24A). 
 
Figura 24. Cuantificación de la secreción exosomas. A. Concentración de exosomas procedentes de 
eosinófilos de individuos sanos y de pacientes asmáticos determinada mediante un Nanosight LM10.                      
B. Imágenes representativas tomadas con el Nanosight LM10 de los exosomas secretados por los eosinófilos de 
sujetos sanos (izquierda) y de pacientes asmáticos (derecha). ****p < 0,0001. 
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En la Figura 24B se observan dos fotografías tomadas con la cámara del NanoSight LM10, en las que 
se aprecia que la cantidad de exosomas de la muestra de pacientes asmáticos (imagen derecha) es 
superior a la de exosomas de sujetos sanos (imagen izquierda). 
4.2.2.3. Perfil proteico de los exosomas de eosinófilos 
Se procedió a estudiar las proteínas de los exosomas procedentes de sujetos sanos y de pacientes 
asmáticos, realizando una aproximación cualitativa, por medio de dos técnicas: western blot y 
proteómica de exosomas mediante espectrometría de masas. 
4.2.2.3.1. Identificación de proteínas características de eosinófilos en lisados exosomales 
El análisis de las proteínas clásicas del eosinófilo se realizó mediante western blot en muestras de 
exosomas de 3 pacientes asmáticos y de 3 individuos sanos. 
Como se observa en la Figura 25, tanto los exosomas de individuos sanos como los de pacientes 
asmáticos contienen EPO, MBP y ECP, indicando su origen eosinofílico. También se aprecian 
diferentes intensidades de señal de banda entre las distintas muestras, lo cual podría indicar que no 
todos los eosinófilos liberan exactamente la misma cantidad de exosomas.  
 
Figura 25. Identificación de proteínas de origen eosinofílico en exosomas. Western blot de lisados de 
exosomas de sujetos sanos (S1-S3) y de pacientes asmáticos (A1-A3). El medio con los exosomas eliminados 
(M) se utilizó como control de condiciones en ausencia de exosomas. La β-actina se empleó como control 
endógeno y de carga. 
4.2.2.3.2. Análisis del contenido proteico de los exosomas 
La aproximación cualitativa del perfil proteico exosomal se realizó, mediante espectrometría de 
masas, en muestras de exosomas de pacientes asmáticos (n = 8) y de individuos sanos (n = 7). Se 
detectó un total de 105 proteínas exosomales, de las cuales 25 eran únicas de pacientes con asma, 12 
eran exclusivas de individuos sanos y 68 eran comunes en ambos grupos. 
Entre las proteínas comunes se encontraron las proteínas clásicas del eosinófilo (ECP, EPO, MBP y 
EDN), ratificando el origen eosinofílico de estos exosomas. También se identificaron otras proteínas 
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relacionadas con el proceso asmático (como la periostina o la proteína del canal de cloro intracelular 
1), moléculas características de los exosomas (HSP70, anexina A1 y A5), proteínas del citoesqueleto 
(actina, tubulina, cofilina y moesina) y enzimas (piruvato quinasa y alfa-enolasa). Estas proteínas se 
asocian a diferentes funciones biológicas: migración, adhesión, señalización celular, estrés oxidativo, 
inflamación, metabolismo celular y otros grupos funcionales (Fig. 26). En la Tabla 9 (Anexo I) se 
encuentra el listado completo de las proteínas halladas en los exosomas.  
 
Figura 26. Distribución, de acuerdo a su función biológica, de las proteínas comunes identificadas en 
los exosomas de ambos grupos. Las funciones se asignaron basándose en la base de datos UniProtKB y en 
los artículos científicos previamente publicados [155,156]. 
A la luz de todos estos resultados se demuestra, por primera vez, la capacidad de los eosinófilos para 
secretar exosomas, siendo esta secreción mayor en los eosinófilos procedentes de pacientes 
asmáticos. También se ha descrito la composición proteica de dichos exosomas, nunca antes definida. 
Todo esto plantea la hipótesis de la potencial contribución de los exosomas derivados de eosinófilos 
al desarrollo y mantenimiento de los síntomas asociados a la patobiología del asma.  
4.3. PAPEL DE LOS EXOSOMAS EN LA FUNCIONALIDAD DE LOS 
EOSINÓFILOS 
El siguiente objetivo fue determinar los efectos que ejercen estos exosomas, tanto de eosinófilos de 
pacientes asmáticos como de individuos sanos, sobre las principales células efectoras en el asma: los 
eosinófilos. 
4.3.1. Efectos de los exosomas en la apoptosis de los eosinófilos 
Para examinar si los exosomas actúan de una manera autocrina en la supervivencia de los eosinófilos, 
se evaluó el porcentaje de eosinófilos apoptóticos tras su cultivo con o sin exosomas.  
Tras 24 h en cultivo con los exosomas de pacientes asmáticos, se observó un ligero aumento dosis-
dependiente en la apoptosis de los eosinófilos de individuos sanos y asmáticos, aunque en ningún 
caso este aumento fue significativo respecto al control sin exosomas (p > 0,05, n = 5; Fig. 27). 
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Como punto de referencia, se evaluó la apoptosis de eosinófilos recién purificados tanto de individuos 
sanos (n = 4) como de pacientes con asma (n = 4). Como se observa en la Figura 27, dicho porcentaje 
fue menor en los eosinófilos de origen asmático (6,88 ± 0,41% vs. 17,08 ± 5,34%, p < 0,05). 
Al comparar los eosinófilos apoptóticos de ambas poblaciones tras 24 h en cultivo, se observó una 
apoptosis significativamente menor en los eosinófilos de sujetos asmáticos en dos condiciones: 
eosinófilos sin exosomas (14,52 ± 2,68% vs. 30,42 ± 11,47%; p < 0,05, n = 5) y eosinófilos con 6 x 
106 exosomas/mL (23,81 ± 12,33% vs 47,62 ± 16,93%; p < 0,05, n = 5; Fig. 27). 
 
Figura 27. Apoptosis de eosinófilos de individuos sanos y asmáticos. Los eosinófilos apoptóticos de 
sujetos sanos y de pacientes asmáticos se evaluaron, mediante citometría de flujo, tras su purificación (0 h) o 
después del cultivo durante 24 h con medio ultracentrifugado (0 x 106 exosomas/mL) o con diferentes dosis 
de exosomas procedentes de pacientes asmáticos. *p < 0,05.  
Al estudiar el efecto de los exosomas de sujetos sanos en la apoptosis de eosinófilos de pacientes 
asmáticos, se observó que dicha apoptosis era similar a la obtenida con medio ultracentrifugado (1,13 
± 0,17 veces; p > 0,05, n = 6; Fig. 28). 
 
Figura 28. Apoptosis en los eosinófilos de pacientes con asma. Se determinó la apoptosis en eosinófilos, 
mediante citometría de flujo, tras su cultivo con medio ultracentrifugado (control) o con 6 x 106 exosomas/mL 
de individuos sanos o de pacientes asmáticos. 
4.3.2. Adhesión y migración de los eosinófilos 
Los procesos de adhesión y migración son claves para el reclutamiento de los eosinófilos desde el 
torrente sanguíneo hasta el foco inflamatorio, en los cuales juegan un papel esencial diferentes 
receptores y moléculas de adhesión. Por todo esto, se estudió el papel que desempeñan los exosomas 
en dichos procesos. 
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4.3.2.1. Efecto de los exosomas en la capacidad de adhesión de los eosinófilos 
Para estudiar el efecto de los exosomas en la adhesión de los eosinófilos de pacientes asmáticos, se 
analizó la actividad residual de la peroxidasa del eosinófilo, como medida indirecta de la adhesión. 
Según se observa en la Figura 29, el incremento de la adhesión de los eosinófilos ocurrió de una 
manera dosis-dependiente, alcanzando sus niveles máximos cuando se utilizaron las concentraciones 
más altas de exosomas de pacientes asmáticos: 6 x 106 exosomas/mL (1,37 ± 0,23 veces; p < 0,05,    
n = 6) y 12 x 106 exosomas/mL (1,35 ± 0,23 veces; p < 0,05, n = 6). 
 
Figura 29. Adhesión de los eosinófilos tras su cultivo con exosomas de origen asmático. La adhesión se 
determinó de manera indirecta a través de la cantidad de EPO liberada por los eosinófilos (D.O. 450 nm) 
cultivados con diferentes dosis de exosomas o sin ellos. *p < 0,05. 
Al analizar el efecto que producían los exosomas de individuos sanos, se observó que dichos 
exosomas no modificaban la adhesión respecto a las células incubadas sin exosomas (1,12 ± 0,23 
veces; p > 0,05, n = 6; Fig. 30). 
 
Figura 30. Adhesión de los eosinófilos de pacientes asmáticos tras su cultivo con exosomas. La 
adhesión se cuantificó indirectamente a través de la cantidad de EPO liberada por los eosinófilos (D.O.            
450 nm) cultivados con medio ultracentrifugado (control) o con 6 x 106 exosomas/mL de sujetos sanos o de 
pacientes asmáticos. *p < 0,05. 
4.3.2.2. Análisis de la migración de los eosinófilos inducida por los exosomas 
Para definir el papel de los exosomas en el comportamiento migratorio de los eosinófilos, se 
realizaron dos tipos de ensayos diferentes: ensayos de quimiotaxis (movimiento celular dirigido hacia 
un estímulo determinado) y ensayos de quimiocinesis (el estímulo dispara la capacidad migratoria de 
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las células, las cuales adquieren un movimiento aleatorio pudiendo migrar a zonas donde no existen 
quimioatrayentes).  
4.3.2.2.1. Quimiotaxis en eosinófilos 
Como se observa en la Figura 31, los eosinófilos aumentaron significativamente su migración hacia 
los exosomas de pacientes asmáticos (6 x 106 exosomas/mL), respecto a la migración hacia el medio 
sin exosomas (1,48 ± 0,66 veces; p < 0,01, n = 16).  
Existió un aumento dosis-dependiente en la migración quimiotáctica hacia la eotaxina, alcanzando el 
nivel máximo de migración con 100 ng/mL de eotaxina (1,54 ± 0,33 veces; p < 0,05, n = 5; Fig. 31).  
Al evaluar la sinergia de las dosis de 6 x 106 exosomas/mL de pacientes asmáticos y de 100 ng/mL 
de eotaxina-1, no se encontraron cambios en la migración respecto a los estímulos evaluados de 
manera independiente (1,33 ± 0,24 veces; p > 0,05, n = 8), aunque seguía existiendo un aumento en 
relación a los eosinófilos migrados hacia el medio sin exosomas (p < 0,01; Fig. 31).  
 
Figura 31. Migración de los eosinófilos de pacientes asmáticos hacia diferentes estímulos. Se determinó 
la migración de los eosinófilos hacia diferentes dosis de exosomas y/o eotaxina-1, la cual se utilizó como control 
de quimiotaxis. *p < 0,05, **p < 0,01. 
Como se observa en la Figura 32, los exosomas procedentes de individuos sanos no ejercieron ningún 
cambio sobre la migración de los eosinófilos (0,90 ± 0,11 veces; p > 0,05, n = 6). 
 
Figura 32. Migración quimiotáctica de los eosinófilos hacia los exosomas. Migración de los eosinófilos 
de pacientes asmáticos a través de una membrana con un poro de 0,5 µm hacia medio ultracentrifugado 
(control) o exosomas de individuos sanos o de pacientes asmáticos (6 x 106 exosomas/mL). **p < 0,01.  
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4.3.2.2.2. Quimiocinesis en eosinófilos 
Mediante estos experimentos, se intentó discernir si los exosomas de pacientes asmáticos actúan 
también como agentes quimiocinéticos. 
Los resultados demuestran que el número de eosinófilos que migraron hacia la parte inferior de los 
pocillos, tras la pre-incubación con 6 x 106 exosomas/mL, era similar al número de eosinófilos 
migrados y que habían sido pre-incubados con medio ultracentrifugado (0,98 ± 0,25 veces; p > 0,05, 
n = 8; Fig. 33). También se confirmó que la migración quimiotáctica era superior a la migración 
quimiocinética (p < 0,05). 
Además, el número de eosinófilos migrados, tras la pre-incubación de los eosinófilos con IL-5 y GM-
CSF, fue superior respecto al control (1,82 ± 0,55 veces; p < 0,01, n = 4) y respecto a los eosinófilos 
migrados después de la pre-incubación con exosomas (p < 0,05), confirmando el efecto 
quimiocinético de estos dos estímulos.  
 
Figura 33. Migración quimiocinética y quimiotáctica de los eosinófilos de pacientes asmáticos. Se 
estudió el mecanismo de migración que producían los exosomas de origen asmático sobre los eosinófilos: 
quimiocinética (barra de color granate) o quimiotáctica (barra de color rosa). La IL-5 y el GM-CSF se utilizaron 
como control positivo de quimiocinesis. *p < 0,05, **p < 0,01. 
4.3.2.3. Papel de los exosomas sobre la expresión de moléculas de adhesión y de un receptor 
específico asociado a la migración 
El aumento de la adhesión y de la migración podría producirse por el incremento de las moléculas de 
adhesión presentes en la superficie celular de los eosinófilos y de receptores específicos de 
quimiocinas. Por esta razón, se decidió estudiar la expresión de varias moléculas de adhesión y de un 
receptor de quimiocinas de la superficie de los eosinófilos tras la migración hacia los exosomas. 
4.3.2.3.1. Moléculas de adhesión del eosinófilo 
Tras la realización del ensayo de migración, se objetivó un aumento significativo del porcentaje de 
eosinófilos que expresaban la ICAM-1 (21,00 ± 12,16% vs. 8,03 ± 2,02%; p < 0,01, n = 16) y la 
integrina α2 (18,90 ± 4,28% vs. 12,13 ± 2,72%; p < 0,05, n = 6) en aquellos que habían migrado hacia 
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los exosomas, en comparación con los eosinófilos migrados hacia el medio sin exosomas (Fig. 34). 
 
Figura 34. Expresión de moléculas de adhesión en eosinófilos de pacientes con asma. El porcentaje de 
eosinófilos migrados hacia el medio ultracentrifugado (control) o hacia los exosomas de eosinófilos de pacientes 
asmáticos (6 x 106 exosomas/mL), que expresan diferentes moléculas de adhesión, se determinó mediante 
citometría de flujo. *p < 0,05, **p < 0,01. 
4.3.2.3.2. Efecto de los exosomas en la expresión de CCR3 en eosinófilos 
Para evaluar si la migración inducida por los exosomas se encontraba modulada por el receptor de 
quimiocinas 3 (CCR3), se evaluó su expresión por citometría de flujo. 
Como se observa en la Figura 35, el porcentaje de células positivas para CCR3 aumentó un 9% en 
los eosinófilos migrados hacia los exosomas de pacientes asmáticos en comparación con los 
eosinófilos migrados hacia el medio sin estímulos (48,56 ± 7,47% vs. 39,30 ± 4,87%; p < 0,05,                
n = 5). Esto podría vincular a CCR3 con el aumento observado de la migración de los eosinófilos 
hacia los exosomas. 
 
Figura 35. Expresión de CCR3 en eosinófilos de pacientes asmáticos. El porcentaje de expresión se 
analizó, mediante citometría de flujo, tras la migración de los eosinófilos hacia el medio ultracentrifugado 
(control) o hacia el medio con 6 x 106 exosomas/mL de individuos asmáticos. *p < 0,05. 
En resumen, estos datos demuestran que los exosomas de individuos asmáticos aumentan la adhesión 
y la migración quimiotáctica de los eosinófilos de sujetos asmáticos, mediante el incremento de, al 
menos, algunas de estas moléculas de adhesión como ICAM-1 y la integrina α2, y del receptor de 
quimiocinas CCR3. 
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4.3.3. Papel de los exosomas en la producción de óxido nítrico (NO) y de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) 
Debido al papel tan importante que juegan las ROS y el NO en la inflamación crónica característica 
del asma, se decidió estudiar si los exosomas contribuyen al aumento de la producción de estas 
moléculas. 
4.3.3.1. Efecto de los exosomas en la producción de óxido nítrico 
Al cuantificar los niveles de nitritos, como medida indirecta del NO, se observó que la incubación de 
los eosinófilos con 6 x 106 exosomas/mL de pacientes asmáticos inducía una mayor liberación de 
nitritos que la observada en los eosinófilos cultivados sin exosomas (132,27 ± 37,73 µmol/L vs. 67,71 
± 15,16 µmol/L; p < 0,01, n = 8; Fig. 36). 
 
Figura 36. Producción de NO por los eosinófilos de sujetos asmáticos. La producción total de nitritos se 
determinó, mediante un método colorimétrico, en cultivos de eosinófilos con diferentes dosis de exosomas de 
sujetos asmáticos o sin exosomas. **p < 0,01, ***p < 0,001. 
Al evaluar el efecto que ejercen los exosomas de sujetos sanos en la producción de NO por parte de 
los eosinófilos, se observó que la concentración de nitritos fue ligeramente inferior a la obtenida en 
el control (48,38 ± 5,09 µmol/L vs. 67,71 ± 15,16 µmol/L; p > 0,05, n = 5; Fig. 37), y 
significativamente menor a la obtenida en los eosinófilos cultivados con exosomas de pacientes 
asmáticos (p < 0,001). 
 
Figura 37. Producción de NO por parte de los eosinófilos de origen asmático tras la incubación con 
exosomas. La cantidad de NO se determinó como la cantidad de nitritos presentes en el sobrenadante del 
cultivo de eosinófilos incubados con medio ultracentrifugado (control) o con 6 x 106 exosomas/mL de 
eosinófilos purificados de individuos sanos o de pacientes asmáticos. ***p < 0,001. 
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4.3.3.2. Efecto de los exosomas en la liberación de especies reactivas de oxígeno 
La producción de ROS se evaluó, mediante citometría de flujo, como la formación intracelular de 
peróxido de hidrógeno y radicales superóxido e hidroxilo. 
Al comparar la intensidad media de fluorescencia (IMF) entre eosinófilos incubados con o sin 
exosomas de pacientes asmáticos, se observó un aumento en la producción de ROS con la dosis de 
6 x 106 exosomas/mL (1,53 ± 0,43 veces; p < 0,01; n = 18; Fig. 38A). Un incremento parecido se 
obtuvo tras añadir exosomas de sujetos sanos (1,73 ± 0,26 veces; p < 0,01, n = 5; Fig. 38B).  
En las Figuras 38C y 38D se visualizan dos histogramas representativos de citometría de flujo, donde 
se observa un claro desplazamiento del pico de fluorescencia hacia la derecha en aquellas células 
cultivadas en presencia de ambos tipos de exosomas, lo que indica un aumento en la intensidad de 
fluorescencia debido al aumento en la producción de ROS. 
 
Figura 38. Producción de ROS por los eosinófilos de sujetos asmáticos. A. Curva dosis-respuesta de la 
producción de ROS por los eosinófilos en presencia de diferentes dosis de exosomas de eosinófilos de pacientes 
asmáticos. B. Se determinó el cambio en los niveles de ROS entre los eosinófilos incubados con medio 
ultracentrifugado (control) o con 6 x 106 exosomas/mL de individuos sanos o asmáticos. C y D. Histogramas 
representativos de citometría de flujo de la producción de ROS, en eosinófilos cultivados con exosomas de 
pacientes asmáticos (C) o de sujetos sanos (D). **p < 0,01. 
En vista de los resultados, se puede afirmar que la presencia de exosomas de origen asmático aumenta 
significativamente la producción de NO y ROS, aunque esta última también es inducida por los 
exosomas de sujetos sanos. 
4.3.4. Captación de los exosomas por los eosinófilos 
El mecanismo de actuación de los exosomas en los eosinófilos planteó tres posibilidades: la primera 
es que los exosomas fueran internalizados por la célula y ejercieran sus efectos en el interior celular 
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(a nivel citoplasmático o nuclear); la segunda es que se produjera la fusión de los mismos con la 
membrana plasmática liberando al interior celular su contenido o, la tercera, exclusivamente mediante 
la interacción con la superficie celular. Para resolver esta cuestión, los exosomas de sujetos asmáticos 
se marcaron (canal rojo) y se determinó su localización después de la captación por los eosinófilos 
(Fig. 39). 
Tras realizar el experimento, se comprobó que los exosomas se localizaron en el interior del eosinófilo 
concentrándose en la región perinuclear, pero sin penetrar en el núcleo (Fig. 39B). La fluorescencia 
observada no se debe a uniones inespecíficas de los anticuerpos, como demuestran los controles 
realizados (Fig. 39A). 
 
Figura 39. Internalización de los exosomas por los eosinófilos. A. Imágenes representativas del control 
de autofluorescencia (T0), del control de unión inespecífica del anticuerpo secundario (control de isotipo) y del 
control de unión intracelular inespecífica a CD63 (control marcaje intracelular). B. Imágenes de la captación de 
exosomas marcados con CD63-Alexa 647 (canal rojo) por los eosinófilos de pacientes asmáticos a los 90 min. 
Mediante estos experimentos se confirma que los exosomas eosinofílicos de origen asmático se 
internalizan al citoplasma, y así podrían ejercer su efecto alterando la funcionalidad normal del 
eosinófilo, aumentando su adhesión, su migración y la producción de moléculas pro-inflamatorias 
(NO y ROS). Sin embargo, no afectan sustancialmente a la apoptosis, lo que permitiría que se 
perpetuara la presencia de dichas células en el sitio de inflamación. 
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4.4. EFECTO DE LOS EXOSOMAS EN LA FUNCIONALIDAD DE LAS 
CÉLULAS ESTRUCTURALES DEL PULMÓN 
A continuación, se describe el efecto que ejercen los exosomas procedentes de eosinófilos sobre otros 
dos tipos celulares importantes en el asma: las células epiteliales de vías respiratorias pequeñas y las 
células del músculo liso bronquial. 
4.4.1. Ensayos funcionales en células epiteliales de vías respiratorias pequeñas 
(SAEC) 
4.4.1.1. Apoptosis y daño epitelial 
En el asma se produce una alteración y una descamación del epitelio pulmonar, generando un daño 
en dicho epitelio. Por esto, se planteó estudiar cómo influyen los exosomas en la apoptosis de estas 
células y en la reparación de la herida generada. 
4.4.1.1.1. Papel de los exosomas en la apoptosis de las SAEC 
Se determinó el porcentaje de apoptosis de las SAEC, mediante citometría de flujo, a diferentes 
tiempos (Fig. 40). A las 24 h se produjo un aumento en la apoptosis de las células incubadas con 
exosomas de pacientes asmáticos, tanto en relación a las células control (21,80 ± 9,07% vs. 8,60 ± 
3,02%; p < 0,01, n = 7) como con respecto a las células cultivadas con exosomas de sujetos sanos 
(21,80 ± 9,07% vs. 6,52 ± 1,90%; p < 0,001, n = 6). A las 6 h y 48 h no se observó ningún cambio 
reseñable (p > 0,05). 
 
Figura 40. Apoptosis de células epiteliales de vías respiratorias pequeñas mediante citometría de flujo. 
Porcentaje de apoptosis en las SAEC tras el cultivo con el medio ultracentrifugado (control) o con 6 x 106 
exosomas/mL de eosinófilos de pacientes asmáticos o de individuos sanos a diferentes tiempos. **p < 0,01, 
***p < 0,001. 
En todos los tiempos evaluados, los niveles de apoptosis de las células incubadas con exosomas de 
individuos sanos fueron similares a los obtenidos en el control sin exosomas (p > 0,05). 
Resultados 
76 
Para ratificar estos resultados se utilizó la técnica de TUNEL (Fig. 41). En la evaluación de la 
apoptosis a las 24 h (Fig. 41B), se observa un aumento del porcentaje de células apoptóticas tras el 
cultivo con exosomas de pacientes asmáticos comparado con el control sin exosomas (8,65 ± 6,14% 
vs. 1,33 ± 0,55%; p < 0,001, n = 25) y con los exosomas de individuos sanos (8,65 ± 6,14% vs. 2,47 
± 1,12%; p < 0,001, n = 22). La Figura 41A muestra imágenes representativas de la apoptosis a las  
24 h de todas las condiciones ensayadas. 
Los exosomas de individuos sanos no tuvieron ningún efecto en la apoptosis de las SAEC (p > 0,05; 
Fig. 41B). 
 
Figura 41. Apoptosis de las SAEC mediante TUNEL. A. Imágenes representativas de microscopía confocal 
a las 24 h de cultivo. Las células apoptóticas son las que tienen fluorescencia verde (indicadas por las puntas de 
flecha blancas). B. Porcentaje de células apoptóticas tras el cultivo durante 24 h con medio ultracentrifugado 
(control, n = 11), con 6 x 106 exosomas/mL de individuos sanos (n = 22) o de pacientes asmáticos (n = 25) o 
con DNasa I (control positivo, n = 18). ***p < 0,001. 
4.4.1.1.2. Efecto de los exosomas en la reparación del daño epitelial 
El proceso de reparación epitelial se evaluó en distintas condiciones: en presencia de exosomas de 
pacientes asmáticos (n = 24), de exosomas de individuos sanos (n = 24) o en ausencia de exosomas 
(n = 24), mediante ensayos de time-lapse (ensayos de cierre de herida).  
En la Figura 42A se observa que los exosomas de pacientes con asma retrasan la reparación de la 
herida. Así, mientras que a las 12 h las células control han reparado más de la mitad de la herida (55,15 
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± 25,21%), las células cultivadas con exosomas de sujetos asmáticos todavía no han llegado a ese 
porcentaje (38,61 ± 22,36%). Estas diferencias se acentúan más a las 24 h, cuando las células control 
han cerrado la herida completamente, mientras que las células con exosomas de individuos asmáticos 
solo han reparado el 76,67 ± 23,25% de la herida (p < 0,05; Fig. 42B). 
Cuando las células se incubaron con exosomas de individuos sanos, se observó un comportamiento 
similar al de las células control, con un porcentaje de reparación de la herida del 53,77 ± 18,80% a las 
12 h y del 99,60 ± 11,67% a las 24 h (p > 0,05; Fig. 42B). 
 
Figura 42. Reparación del daño epitelial establecido. A. Imágenes representativas de ensayos de cierre de 
herida donde se visualiza su evolución, a diferentes tiempos, en células cultivadas con medio ultracentrifugado 
(control) o con exosomas de eosinófilos de individuos sanos o de pacientes asmáticos (6 x 106 exosomas/mL). 
B. Cuantificación del cierre de herida en todas las condiciones y tiempos ensayados. El cierre relativo o 
reparación de herida se expresa como el porcentaje de área cubierta por las células en relación a la reparación 
completa de la herida a las 24 h. *p < 0,05. 
Se puede concluir que los exosomas de los eosinófilos de pacientes asmáticos aumentan la apoptosis 
en las SAEC y retrasan la reparación de la herida generada, pudiendo dañar la barrera epitelial, lo que 
contribuiría al establecimiento de la enfermedad. 
4.4.1.2. Expresión génica de diferentes factores pro-inflamatorios en las SAEC 
Se decidió evaluar el patrón de expresión génica de diferentes mediadores pro-inflamatorios con un 
papel relevante en estos procesos. Los ensayos se realizaron con dos variantes: en monocapa de 
células intacta y en monocapa celular con herida, simulando los estadios tempranos y avanzados de 
la enfermedad, respectivamente. 
4.4.1.2.1. Expresión génica en células epiteliales sin daño establecido 
Como se aprecia en la Figura 43, en las SAEC incubadas con exosomas de pacientes asmáticos se 
encontró un aumento en la expresión génica de tres factores pro-inflamatorios, en comparación con 
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las células cultivadas con exosomas de individuos sanos y a las células control: TNF a las 24 h                
(p < 0,05, n = 5), y CCL26 y POSTN a las 6 h (p < 0,05, n = 5). 
En cambio, la expresión génica de dichos factores de las células incubadas con exosomas de sujetos 
sanos tuvo un comportamiento similar al de las células control (p > 0,05, n = 5). 
 
Figura 43. Expresión génica relativa de TNF, CCL26 y POSTN en las células epiteliales sin daño 
previo establecido. Se determinaron los niveles génicos relativos de TNF, CCL26 y POSTN a diferentes 
tiempos por RT-qPCR en las SAEC incubadas con medio ultracentrifugado (control) o con 6 x 106 
exosomas/mL de sujetos sanos o asmáticos. *p < 0,05. 
En los demás genes evaluados, a los mismos tiempos y en células cultivadas con exosomas de 
pacientes asmáticos, no se encontraron cambios en la expresión génica (p > 0,05, n = 5; Fig. 44).  
 
Figura 44. Expresión génica relativa de factores pro-inflamatorios en las células epiteliales sin daño 
previo establecido. La expresión génica relativa se cuantificó mediante RT-qPCR en las SAEC cultivadas con 
6 x 106 exosomas/mL de pacientes asmáticos a diferentes tiempos. 
4.4.1.2.2. Expresión génica en células epiteliales con daño establecido 
En los ensayos de expresión génica en las SAEC con daño previamente establecido (Fig. 45), se 
observa un aumento en la expresión de los mismos genes descritos en el apartado anterior en 
presencia de exosomas de pacientes asmáticos, con respecto a las células cultivadas con exosomas de 
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individuos sanos y a las células control, aunque dicho aumento ocurrió a diferentes tiempos: TNF a 
las 3 h (p < 0,05, n = 5), y CCL26 y POSTN a las 24 h (p < 0,05, n = 5). 
Cuando las células se incubaron con exosomas de sujetos sanos los niveles de expresión génica fueron 
similares a los del control (p > 0,05, n = 5; Fig. 45). 
 
Figura 45. Expresión génica relativa de TNF, CCL26 y POSTN en las células epiteliales con daño 
establecido. Se determinaron los niveles génicos relativos de TNF, CCL26 y POSTN a diferentes tiempos 
mediante RT-qPCR en las SAEC incubadas con medio ultracentrifugado (control) o con 6 x 106 exosomas/mL 
de sujetos sanos o de pacientes asmáticos. *p < 0,05. 
En el resto de genes evaluados, tras la incubación de las SAEC con exosomas de pacientes asmáticos, 
no se encontraron cambios con respecto al control sin exosomas (p > 0,05; n = 5; Fig. 46). 
 
Figura 46. Expresión génica relativa de diferentes factores pro-inflamatorios en las células epiteliales 
con daño establecido. La expresión génica relativa se cuantificó mediante RT-qPCR en las SAEC cultivadas 
con 6 x 106 exosomas/mL de pacientes asmáticos a diferentes tiempos. 
4.4.1.3. Evaluación de las vías de señalización PI3K/AKT y JAK/STAT 
Debido a su implicación en la patología asmática, se estudió el estado de fosforilación de la proteína 
quinasa B fosforilada (pAKT) y del factor transductor de la señal y activador de la transcripción 
fosforilado (pSTAT3), componentes de las vías de transducción de señales de fosfatidilinositol 3 
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quinasa/proteína quinasa B (PI3K/AKT) y Janus/factor transductor de la señal y activador de la 
transcripción (JAK/STAT).  
Como se observa en la Figura 47, la incubación de las SAEC con exosomas de pacientes asmáticos 
modifica la fosforilación de los dos factores estudiados. A las 24 h, se produjo una disminución en 
los niveles de fosforilación de ambos factores en comparación con las células control y con las células 
cultivadas con exosomas de sujetos sanos: pAKT (0,56 ± 0,15 veces; p < 0,001 y p < 0,01, n = 6) y 
pSTAT3 (0,81 ± 0,20 veces; p < 0,01, n = 6). Sin embargo, a las 48 h la situación se revirtió, 
observando un aumento en la fosforilación de ambos factores en relación al control (1,25 ± 0,05 y 
1,22 ± 0,20 veces; p < 0,01 y p < 0,05, n = 6; respectivamente). 
En las SAEC incubadas con exosomas de individuos sanos no se modificó el estado de fosforilación 
de pAKT ni de pSTAT3 a ninguno de los tiempos evaluados (p > 0,05, n = 6). 
 
Figura 47. Estado de fosforilación de AKT y STAT3 en las SAEC. A. Cuantificación por densitometría de 
la expresión proteica de pAKT (A) y pSTAT3 (B) a las 24 h y 48 h, con o sin 6 x 106 exosomas/mL de 
eosinófilos de ambos orígenes. C: control (células incubadas con medio ultracentrifugado); S: células incubadas 
con exosomas de individuos sanos; A: células incubadas con exosomas de pacientes asmáticos. La expresión 
de la β-actina se utilizó para normalizar los niveles de expresión proteicos. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
4.4.1.4. Captación de los exosomas por las SAEC 
En la Figura 48A se observan imágenes representativas de la captación de exosomas por parte de las 
SAEC correspondientes a las distintas condiciones de trabajo utilizadas. Los exosomas (puntos verdes 
fluorescentes) penetran en el interior celular, sin entrar dentro del núcleo, localizándose en la región 
perinuclear. 
También se observan diferencias en la intensidad de fluorescencia entre las diferentes condiciones 
ensayadas, siendo dicha fluorescencia mayor en las células incubadas con exosomas de pacientes 
asmáticos en comparación con las SAEC cultivadas con los exosomas de sujetos sanos (6,48 ± 3,75 
vs. 3,27 ± 1,08 unidades arbitrarias; p < 0,05, n = 8; Fig. 48B), lo que implica una mayor captación de 
estos exosomas. 
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Figura 48. Captación de los exosomas por las SAEC. A. Imágenes representativas de microscopía confocal 
de la internalización de los exosomas marcados (verde) a los 60 min de cultivo. B. Cuantificación de la 
fluorescencia producida por la captación de los exosomas marcados con PKH67. *p < 0,05. 
Todos estos resultados demuestran que los exosomas eosinofílicos de pacientes asmáticos son 
internalizados por las células produciendo un aumento de la apoptosis, un retraso de la reparación 
del daño epitelial, una alteración de la expresión génica de TNF, CCL26 y POSTN, así como una 
modificación del estado de fosforilación de AKT y STAT3. 
4.4.2. Ensayos funcionales en células del músculo liso bronquial (BSMC) 
Se determinó el efecto que ejercen los exosomas de eosinófilos en los procesos característicos de otro 
tipo celular implicado en el asma: las células de la musculatura lisa bronquial. 
4.4.2.1. Evaluación de la proliferación de las células del músculo liso bronquial 
Dada la importancia y repercusión que tiene la hiperplasia muscular pulmonar en la clínica del asma, 
se estudió la proliferación de las BSMC en ausencia o en presencia de exosomas procedentes de 
eosinófilos de ambas poblaciones de estudio. 
En la Figura 49 se observa que, a las 72 h, se produce un aumento de la proliferación de las BSMC 
cultivadas con exosomas de pacientes asmáticos respecto al control sin exosomas (1,24 ± 0,10 veces; 
p < 0,001, n = 7) y a las células incubadas con exosomas de sujetos sanos (p < 0,01, n = 8). A tiempos 
más cortos (24 h y 48 h) no existieron cambios en la proliferación (0,87 ± 0,13 y 0,91 ± 0,05 veces, 
respectivamente; p > 0,05, n = 7). 
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Figura 49. Proliferación de las células del músculo liso bronquial. Se determinó la proliferación de las 
BSMC cultivadas con medio ultracentrifugado (control), o con 6 x 106 exosomas/mL de sujetos sanos o de 
pacientes asmáticos a distintos tiempos. **p < 0,01, ***p < 0,001. 
Tras el cultivo de las células con exosomas de individuos sanos, se observó que la proliferación era 
similar a la observada en el control (1,02 ± 0,03 veces, p > 0,05, n = 8; Fig. 49). 
4.4.2.2. Evaluación de la vía de señalización MAPK/ERK 
Las vías de señalización de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) se han vinculado 
con los procesos de proliferación en este tipo celular. Por esta razón, se estudió la implicación de 
estas vías de señalización en los cambios observados en la proliferación. 
Mediante western blot, se evaluaron los niveles de ERK1/2 fosforilado (pERK1/2) en las BSMC a las 
72 h. Como se observa en la Figura 50, los niveles proteicos de pERK1/2 estaban aumentados a las 
72 h tras la incubación con exosomas de pacientes asmáticos respecto a las células control (1,19 ± 
0,14 veces; p < 0,001, n = 11). Sin embargo, los exosomas de individuos sanos no ejercieron ningún 
efecto reseñable (0,87 ± 0,32 veces; p > 0,05, n = 7). 
Al incubar las células con el PD98059 antes de añadir los exosomas de individuos asmáticos, los 
niveles de pERK1/2 fueron similares a los obtenidos en el control sin exosomas (0,97 ± 0,29 veces; 
p > 0,05, n = 6). 
 
Figura 50. Estado de fosforilación de ERK1/2 en BSMC. Western blot y cuantificación de los niveles de 
pERK1/2 tras la incubación durante 72 h con 6 x 106 exosomas/mL de eosinófilos de sujetos sanos o asmáticos 
o sin exosomas (control). Los niveles proteicos de pERK1/2 también fueron evaluados tras el tratamiento con 
el inhibidor PD98059 antes de añadir los exosomas. La expresión de la ERK1/2 se utilizó para normalizar los 
niveles de expresión proteicos. La α-tubulina se utilizó como control de carga. *p < 0,05, ***p < 0,001. 
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Mediante experimentos similares se estudió la implicación de las vías ERK1/2 en la proliferación de 
las BSMC, inhibiendo su fosforilación y evaluando los cambios en el proceso de proliferación. 
Como se observa en la Figura 51, cuando las células se trataron con el inhibidor PD98059 y se 
incubaron, posteriormente, con exosomas de pacientes asmáticos, se produjo una disminución 
significativa de la proliferación en relación a las células cultivadas con exosomas de sujetos asmáticos 
sin el inhibidor (1,03 ± 0,05 vs. 1,24 ± 0,10 veces; n = 9, p < 0,0001). 
 
Figura 51. Proliferación de las BSMC. Se determinó la proliferación a las 72 h después del cultivo de las 
BSMC sin exosomas (control), con 6 x 106 exosomas/mL de sujetos sanos o asmáticos, o tras la inhibición de 
la fosforilación de ERK1/2. **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 
4.4.2.3. Expresión génica de factores angiogénicos y fibróticos en las BSMC  
Tras añadir exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos y de individuos sanos a las células, se 
evaluó la expresión génica de diferentes moléculas importantes en los procesos asmáticos: CCR3, 
VEGFA, TGFB1, MMP9, TNF y FGF2.  
 
Figura 52. Expresión génica relativa de CCR3 y VEGFA en BSMC. Se determinó la expresión génica 
mediante RT-qPCR a diferentes tiempos tras el cultivo de las células con medio ultracentrifugado (control) o 6 
x 106 exosomas/mL de origen sano o asmático. *p < 0,05, ***p < 0,001. 
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Como se observa en la Figura 52, existe un aumento en la expresión génica de dos de los factores 
evaluados, a las 24 h, en células incubadas con exosomas eosinofílicos de pacientes asmáticos en 
comparación con las células cultivadas con medio ultracentrifugado (control) y con las células 
cultivadas en presencia de exosomas de individuos sanos: CCR3 (2,37 ± 1,10 veces; p < 0,05, n = 6) 
y VEGFA (2,30 ± 0,93 veces; p < 0,05 y p < 0,01, n = 6).   
En cambio, cuando se añadieron exosomas procedentes de eosinófilos de sujetos sanos, no se 
observó cambio en la expresión de estos dos genes, en ninguno de los tiempos evaluados (p > 0,05, 
n = 6; Fig. 52). 
Los demás genes analizados no sufrieron variaciones en su expresión en ninguna de las condiciones 
ensayadas (p > 0,05, n = 5; Fig. 53). 
 
Figura 53. Expresión génica de factores fibróticos y pro-inflamatorios. Niveles génicos relativos, 
determinados mediante RT-qPCR, tras la incubación de las BSMC con medio ultracentrifugado (control) o 6 x 
106 exosomas/mL de sujetos sanos o asmáticos durante distintos tiempos. 
4.4.2.4. Captación de los exosomas por las BSMC 
Se examinó si los exosomas eran capaces de penetrar en el interior de las BSMC o, por el contrario, 
ejercían sus efectos por contacto con las proteínas de la membrana plasmática.  
En la Figura 54A se observan imágenes representativas de todas las condiciones experimentales 
utilizadas, donde se aprecia que los exosomas se internalizan y se concentran en la región perinuclear, 
sin llegar a penetrar en el núcleo. 
También se constató que las BSMC incubadas con exosomas de pacientes asmáticos tuvieron una 
mayor intensidad de fluorescencia comparadas con las células cultivadas con exosomas de sujetos 
sanos (3,52 ± 2,58 vs. 1,36 ± 1,05; p < 0,05, n = 8; Fig. 54B), lo que indica una mayor internalización 
de este tipo de exosomas. 
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Figura 54. Captación de los exosomas por las BSMC. A. Imágenes representativas de microscopía confocal 
de la internalización de los exosomas marcados (verde) a los 45 min de cultivo. B. Cuantificación de la 
fluorescencia producida por la captación de los exosomas marcados con PKH67. *p < 0,05. 
En resumen, se ha confirmado que los exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos son capaces 
de penetrar en el interior de las BSMC, aumentando su proliferación mediante la activación de la vía 
de las ERK1/2. También, se produce una alteración en el perfil de expresión génica de CCR3 y 
VEGFA, pudiendo favorecer con todo esto la sintomatología asociada a la enfermedad. 
4.5. ANÁLISIS DEL PERFIL DE EXPRESIÓN DE MICROARN DE 
EOSINÓFILOS Y DE SUS EXOSOMAS 
En los últimos años, el estudio de los miARN ha aumentado de manera exponencial. Su fácil 
obtención, localización en diversos fluidos biológicos, resistencia a la degradación y versatilidad les 
confiere unas propiedades que les hace ser unos excelentes biomarcadores. Por todo esto, se decidió 
estudiar los miARN de los eosinófilos y de sus exosomas, analizando la expresión diferencial existente 
entre pacientes asmáticos e individuos sanos. 
4.5.1. MiARN de eosinófilos 
4.5.1.1. Estudio por secuenciación de nueva generación de la expresión de los miARN de 
eosinófilos 
Para realizar este estudio, se secuenciaron 4 muestras de ARN enriquecidas en miARN procedentes 
de eosinófilos de individuos sanos y 6 de eosinófilos de pacientes asmáticos. 
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Inicialmente se encontraron 539 miARN, de los cuales 24 estaban diferencialmente expresados entre 
los eosinófilos de ambos grupos (p y FDR < 0,05; Tabla 7). De estos miARN, 14 estaban sobre-
expresados en pacientes asmáticos y 10 sub-expresados. 
AUMENTADOS  DISMINUIDOS 
miARN INV  miARN INV 
hsa-miR-1-3p 10,7  hsa-miR-590-3p -1,17 
hsa-miR-1246 9,27  hsa-miR-1260b -1,21 
hsa-miR-1290 7,21  hsa-miR-1260a -1,22 
hsa-miR-4425 2,36  hsa-miR-7977 -1,33 
hsa-miR-4521 2,29  hsa-miR-4443 -2,51 
hsa-miR-146b-3p 1,81  hsa-miR-486-5p -2,78 
hsa-miR-320b 1,56  hsa-miR-5100 -3,04 
hsa-miR-146a-5p 1,3  hsa-miR-451a -3,4 
hsa-miR-320a 1,24  hsa-miR-144-5p -3,6 
hsa-miR-146b-5p 1,2  hsa-miR-144-3p -5,22 
hsa-miR-185-5p 1,11    
hsa-miR-664a-5p 1,09    
hsa-miR-21-5p 0,95    
hsa-miR-629-5p 0,92    
Tabla 7. MiARN diferencialmente expresados entre eosinófilos de sujetos sanos y de pacientes 
asmáticos. Estos 24 miARN tienen un FDR y un valor p inferior a 0,05. Los marcados en verde son aquellos 
que se encuentran aumentados en la condición de asma. Los marcados en rojo son los que están disminuidos 
en la población asmática en relación al grupo de los sujetos sanos. INV, inducción expresada en número de 
veces. 
4.5.1.2. Validación de los miARN con expresión diferencial 
Para la validación de los resultados de los miARN identificados mediante secuenciación masiva, se 
utilizó la RT-qPCR con una población de estudio diferente a la utilizada previamente, compuesta por 
muestras de eosinófilos de 10 individuos sanos y de 29 pacientes asmáticos.  
 
Figura 55. Expresión génica relativa de los miARN diferencialmente expresados entre eosinófilos de 
sujetos sanos y asmáticos. Validación mediante RT-qPCR de miARN de eosinófilos identificados en la 
secuenciación masiva. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 
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Mediante RT-qPCR, de los 24 miARN analizados, se confirmó la existencia de 14 miARN 
diferencialmente expresados entre eosinófilos de sujetos sanos y asmáticos, como se observa en la 
Figura 55. De estos 14 miARN, 9 de ellos se encontraron sobre-expresados en eosinófilos de 
pacientes asmáticos y los otros 5 disminuidos. 
Los 10 miARN restantes (miR-1-3p, miR-4425, miR-146b-3p, miR-146a-5p, miR-664a-5p, miR-
7977, miR-4443, miR-590-3p, miR-1260a y miR-1260b) no mostraron cambios en su expresión           
(p > 0,05), descartándolos del estudio.  
Se escogió el hsa-miR-103a-3p para realizar la normalización de los datos, ya que tenía una expresión 
más estable en todas las muestras evaluadas (Ct en eosinófilos de individuos sanos = 21,51 ± 0,53,   
n = 7; Ct en eosinófilos de pacientes asmáticos = 21,98 ± 0,64; n = 15, p > 0,05). 
4.5.1.3. Análisis de clusters de los miARN diferencialmente expresados en eosinófilos 
Los datos de expresión de los miARN, obtenidos por RT-qPCR, se utilizaron para construir 
agrupamientos o clusters que permiten diferenciar y clasificar a los diferentes sujetos de un estudio.  
4.5.1.3.1. Análisis de componentes principales (PCA) y agrupamiento de las muestras de 
miARN de origen eosinofílico 
El agrupamiento de las muestras se realizó con la herramienta bioinformática ClustVis, la cual utiliza 
la técnica estadística del PCA y permite construir heatmaps a partir de los datos de expresión de los 
miARN. 
Como se observa en la Figura 56A, el PCA de los 14 miARN eosinofílicos diferencialmente 
expresados permite diferenciar dos grupos: grupo sano (S) y grupo asmático (A). Con dicho 
agrupamiento se pudo explicar el 59,30% de la varianza total encontrada.  
 
Figura 56. Análisis de grupos en función de los 14 miARN diferencialmente expresados en eosinófilos. 
A. Análisis de componentes principales donde se visualiza un agrupamiento de las muestras que coincide con 
su estatus sano (amarillo) o asmático (rojo). B. El heatmap establece una clasificación de los sujetos del estudio. 
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En el heatmap también se observa que las muestras quedaron agrupadas en los dos grupos de estudio 
(Fig. 56B). Además, con este análisis se identificó que dentro del grupo de los asmáticos existen 2 
subgrupos diferenciados (A1 y A2). 
4.5.1.3.2. Comparaciones de los miARN entre los diferentes grupos establecidos 
La subclasificación del grupo asmático en dos grupos: A1 (n = 11) y A2 (n = 18) podría estar 
relacionada con las características clínicas y/o epidemiológicas de los pacientes. Por ello, se estudiaron 
las diferencias de expresión de los miARN entre los grupos y su relación con otros biomarcadores y 
datos clínicos. 
Al comparar la expresión de los 14 miARN entre los tres clusters formados, se identificó que todos 
ellos se encontraban diferencialmente expresados entre los grupos A2 y S. Comparando los grupos 
A1 y S, se observaron 7 miARN cuya expresión estaba alterada (miR-1246, miR-451a, miR-144-3p, 
miR-5100, miR-4521, miR-144-5p y miR-486-5p). El análisis entre los grupos A2 y A1 determinó que 
existían 8 miARN expresados de manera diferencial (miR-1246, miR-1290, miR-144-5p, miR-320a, 
miR-320b, miR-185-5p, miR-21-5p y miR-629-5p). Todas estas comparaciones están reflejadas en la 
Tabla 8. 
 Clusters 
miARN A1 vs. S A2 vs. S A2 vs. A1 
miR-1246 3,71 (**) 11,51 (***) 3,10 (**) 
miR-1290 1,31 (NS) 4,45 (*) 3,40 (*) 
miR-451a -16,94 (***) -8,73 (***) 1,94 (NS) 
miR-144-3p -18,27 (***) -6,08 (***) 3,01 (NS) 
miR-5100 -2,49 (*) -2,55 (*) -1,02 (NS) 
miR-4521 2,86 (**) 1,96 (*) -1,46 (NS) 
miR-144-5p -9,84 (***) -4,35 (**) 2,26 (*) 
miR-320a 1,01 (NS) 1,55 (***) 1,53 (***) 
miR-320b 1,10 (NS) 1,94 (***) 1,76 (**) 
miR-185-5p 1,03 (NS) 1,46 (***) 1,41 (***) 
miR-21-5p 1,23 (NS) 2,01 (***) 1,63 (**) 
miR-146b-5p 1,36 (NS) 2,05 (**) 1,50 (NS) 
miR-486-5p -24,13 (***) -16,12 (***) 1,50 (NS) 
miR-629-5p 1,04 (NS) 2,01 (***) 1,94 (**) 
Tabla 8. Comparación de la expresión de los 14 miARN entre los diferentes grupos establecidos. A1, 
subgrupo Asma 1; A2, subgrupo Asma 2; S, grupo Sano; NS, no significativo. *p < 0,05, **p < 0,01,                  
***p < 0,001. 
Cuando se evaluó la eosinofilia en los distintos clusters, se observó que era mayor en el subgrupo A2 
en comparación al A1 (5,80 ± 1,77% vs. 3,17 ± 1,52%, p < 0,01; Fig. 57A) 
Como se observa en la Figura 57B, al comparar los niveles de periostina en plasma entre los tres 
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clusters, se determinó que la concentración de periostina era superior en el subgrupo A2 en 
comparación al grupo sano (26,96 ± 16,33 vs. 12,23 ± 8,87 ng/mL; p < 0,05) y al subgrupo A1 (26,96 
± 16,33 vs. 11,92 ± 5,27 ng/mL; p < 0,05). 
 
Figura 57. Parámetros clínicos de los sujetos de estudio pertenecientes a los diferentes clusters.             
A. Porcentaje de eosinófilos en sangre periférica de los dos subgrupos de pacientes asmáticos: A1 y A2.                   
B. Cuantificación mediante ELISA de los niveles plasmáticos de periostina de los tres clusters: S, A1y A2.             
*p < 0,05, **p < 0,01. 
La expresión de estos miARN se podría relacionar con la eosinofilia y los niveles de periostina en 
plasma. 
4.5.2. MiARN de exosomas de eosinófilos 
Los exosomas constituyen el principal mecanismo de transferencia de los miARN. Por esta razón se 
planteó estudiar si los 14 miARN expresados diferencialmente entre eosinófilos de origen sano y 
asmático, estaban presentes en sus exosomas. 
4.5.2.1. Estudio de miARN en exosomas procedentes de eosinofilos 
Para realizar estos experimentos se utilizaron 18 muestras de exosomas que derivan de eosinófilos de 
individuos asmáticos y 6 de exosomas eosinofílicos de sujetos sanos. 
 
Figura 58. Expresión génica relativa de los miARN exosomales procedentes de eosinófilos de 
individuos sanos y de pacientes asmáticos. Determinación de los niveles de expresión génica de varios 
miARN en exosomas. *p < 0,05, **p < 0,01. 
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Mediante RT-qPCR, se identificaron 6 miARN cuya expresión estaba aumentada en los exosomas de 
eosinófilos de pacientes asmáticos, al menos, más de 4 veces con respecto a los niveles de expresión 
en exosomas de sujetos sanos (p < 0,05 y p < 0,01; Fig. 58). La expresión del resto de los miARN no 
fue detectable por esta técnica. 
En este caso, se demostró que el RNU6 era el miARN endógeno más recomendable, ya que tenía 
mayor estabilidad y homogeneidad entre las muestras evaluadas de una población previa (Ct en 
exosomas de eosinófilos de sujetos sanos = 28,19 ± 1,25, n = 6; Ct en exosomas de eosinófilos de 
pacientes asmáticos = 28,66 ± 1,25; n = 11, p > 0,05). 
4.5.2.2. Análisis de componentes principales y agrupamiento de las muestras de miARN 
exosomales 
En la Figura 59A se visualizan 2 grupos: sano (amarillo) y asma (rojo) y, gracias al PCA, se pudo 
explicar el 82,60% de la varianza total encontrada en las muestras.  
En el heatmap se determina que todas las muestras se clasifican dentro de su grupo correspondiente 
(Fig. 59B), aunque en el PCA se observa que las muestras S1 y A7 se localizan en una intersección de 
las dos condiciones. 
 
Figura 59. Agrupamiento de los sujetos del estudio en función de los miARN exosomales 
diferencialmente expresados. A. El PCA se realizó con los datos de la expresión de los miARN diferenciales 
de exosomas procedentes de los sujetos sanos y asmáticos. B. Heatmap de la expresión de los miARN 
diferencialmente expresados en exosomas de eosinófilos. 
En resumen, se ha establecido un perfil diferencial de miARN entre eosinófilos de sujetos sanos y 
asmáticos, estando alguno de estos miARN diferencialmente expresados en los exosomas secretados 
por estas células. Estos perfiles de miARN eosinofílicos y exosomales permiten clasificar a los sujetos 
de estudio según su estatus patológico. 
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El asma es una enfermedad del sistema respiratorio de carácter complejo y multifactorial, siendo la 
variabilidad una de sus señas de identidad más importantes [4]. Aunque en las últimas décadas ha 
habido un gran avance en el conocimiento del asma y de su tratamiento, aún se desconocen bastantes 
aspectos, haciendo que no sea sencilla su clasificación y el diagnóstico de los pacientes en los múltiples 
fenotipos y sub-fenotipos establecidos [157]. 
Dentro de los fenotipos asmáticos el más común es el de tipo Th2, que se caracteriza por tener 
usualmente una etiología alérgica y la presencia de eosinófilos en el infiltrado celular inflamatorio 
pulmonar, que desempeñan un papel muy importante en el desarrollo de esta patología [158]. 
Analizando los datos epidemiológicos de los sujetos utilizados en el presente estudio, el porcentaje 
de IgE sérica total de los pacientes asmáticos es elevado, reflejando el perfil inmune de tipo Th2 de 
esta enfermedad y su asociación con el aumento de eosinófilos en sangre [159].  
En la presente tesis se ha estudiado el papel que juegan estas células en el asma desde el punto de 
vista de la interacción con los componentes del entorno inflamatorio en el que se encuentran. Esto 
se ha realizado siguiendo una serie de fases bien establecidas: 
1. Búsqueda, identificación y caracterización de exosomas liberados por los eosinófilos de 
individuos sanos y de pacientes asmáticos. 
2. Estudio del efecto que producen dichos exosomas sobre los propios eosinófilos, una de las 
principales células efectoras del asma.  
3. Efecto e interacción de estos exosomas con parte de los componentes celulares de la 
estructura pulmonar: células epiteliales de vías respiratorias pequeñas y células del músculo 
liso bronquial. 
4. Identificación de un perfil diferencial de miARN de eosinófilos entre sujetos sanos e 
individuos asmáticos. 
5.1. BÚSQUEDA, IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE 
EXOSOMAS LIBERADOS POR LOS EOSINÓFILOS 
En la presente tesis se describe por primera vez la presencia de cuerpos multivesiculares en eosinófilos 
y la capacidad de estas células de secretar exosomas al medio extracelular. Hasta el momento, se había 
objetivado el hecho de que muchas células del sistema inmune como los linfocitos B, células 
dendríticas, linfocitos T, mastocitos y macrófagos son capaces de secretar exosomas [105,160-163], 
pero nunca antes se había descrito en los eosinófilos. La biología única del eosinófilo está definida 
por sus numerosos gránulos en su citoplasma, los cuales contienen proteínas catiónicas que causan 
daño tisular [164], así como elementos pro-inflamatorios (citocinas, mediadores lipídicos, 
quimiocinas) que intervienen activamente en la patología asmática [60,165]. La demostración de que 
el eosinófilo tiene cuerpos multivesiculares ha sido un paso fundamental para el estudio de la 
producción de exosomas por parte de estas células. 
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Inicialmente, se confirmó la presencia de MVB mediante el marcaje del LBPA por microscopía 
confocal y microscopía electrónica (Fig. 14 y 15). La importancia de esta molécula radica en que 
proporciona una curvatura negativa a la membrana de los MVB durante su invaginación y, como 
consecuencia, se forman las vesículas intraluminales [166]. Además, se constató la presencia de CD63 
en los MVB mediante microscopía confocal (Fig. 14). Esta tetraspanina es abundante en ciertos 
gránulos, principalmente en endosomas tardíos y en MVB, y aparece en la membrana plasmática 
como consecuencia de la fusión de los MVB con esta [167,168]. La expresión molecular del binomio 
CD63+/LBPA+ indica que los gránulos que lo poseen son MVB maduros que, al fusionarse con la 
membrana plasmática, liberan los exosomas al medio extracelular [88].  
En términos generales, la liberación de los exosomas por las células es controlada por un mecanismo 
de secreción selectiva de los gránulos preformados en respuesta a diferentes estímulos como el IFN-
γ [169-172], que se desencadena por un incremento en la concentración de calcio intracelular seguido 
por una activación de la PKC [173-176]. Concretamente, en el caso de los eosinófilos, el IFN-γ actúa 
como estimulante óptimo de la movilización de MVB y de la secreción de los exosomas [177] ya que 
regula e induce de manera específica la secreción de vesículas primarias, aunque no es un inductor de 
la formación de novo de MVB (Fig. 16, 17 y 18). En el presente trabajo se ha comprobado que la PKC 
juega un papel importante en la regulación de la secreción de exosomas por los eosinófilos, hasta tal 
punto que su inhibición provoca una disminución de dicha secreción (Fig. 21). Previamente, se ha 
descrito el papel que desempeña la PKC en el mecanismo de liberación de exosomas por parte de los 
linfocitos T [178], aunque nunca antes se había descrito en eosinófilos. 
Confirmada la existencia de MVB en los eosinófilos, el siguiente objetivo fue determinar la liberación 
activa de exosomas y su caracterización mediante diferentes aproximaciones experimentales.  
En primer lugar, se evaluó la presencia de algunas de las principales moléculas que caracterizan a los 
exosomas como CD63, CD9 y ALIX, las cuales se encuentran entre las 25 proteínas más identificadas 
en exosomas [179] y que habitualmente son utilizadas como marcadores proteicos de los mismos 
[180]. Estas proteínas se seleccionaron en base a su relación con las vías de la biogénesis de exosomas 
y de MVB [181]. La presencia de estas proteínas en los exosomas liberados al medio por parte de los 
eosinófilos se pudo demostrar en los ensayos de identificación de proteínas por western blot (Fig. 19 y 
20). La expresión de estas moléculas aumentó cuando las células se estimularon con IFN-γ, indicando 
que este estímulo es un potente secretagogo, como previamente se ha comentado. A diferencia del 
IFN-γ, se ha demostrado que la eotaxina-1 no estimula la secreción de exosomas, aunque es un 
excelente quimioatrayente para los eosinófilos humanos y se ha considerado un estímulo relevante 
en el asma y en las respuestas inmunes tipo Th2 [182].  
El siguiente paso en la caracterización consistió en determinar el tamaño y la morfología de los 
exosomas mediante dos técnicas diferentes: microscopía electrónica de transmisión y análisis de 
nanopartículas utilizando el Nanosight LM10.  
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El tamaño de los exosomas de eosinófilos, obtenido por medio del Nanosight LM10, fue de 176,85 ± 
22,54 nm de diámetro en el caso de los exosomas de pacientes asmáticos y 175,33 ± 5,03 nm en el 
caso de los exosomas de sujetos sanos (Fig. 23). Estas medidas se corresponden con el rango de 
tamaño aceptable para los exosomas analizados por medio de esta técnica [183]. Mediante este 
equipo, también se describió que los eosinófilos procedentes de pacientes asmáticos eran capaces de 
liberar una mayor cantidad de exosomas que los eosinófilos de individuos sanos (Fig. 24). Esta 
diferencia en la cantidad de exosomas liberados podría atribuirse a la sobre-estimulación que los 
eosinófilos de pacientes asmáticos experimentan durante el desarrollo de la enfermedad, así como al 
estado de activación de los mismos [184].  
Cuando se analizaron los exosomas por microscopía electrónica de transmisión, estos exhibían un 
diámetro aparentemente menor. La diferencia de tamaño se debe a dos aspectos fundamentales: 
primero, a la menor sensibilidad del equipo Nanosight LM10 y, segundo, a los artefactos de 
contracción durante la fijación de las muestras utilizadas en la microscopía electrónica, que pueden 
generar un tamaño aparentemente inferior de las nanovesículas [185]. En concordancia con nuestros 
resultados, otros investigadores han observado estas mismas diferencias de tamaño en las vesículas 
procedentes de la misma muestra, dependiendo del método de análisis [186]. Sin tener en cuenta la 
discrepancia de tamaños, la caracterización inequívoca de los exosomas se realizó por medio de 
microscopía electrónica de transmisión (Fig. 22). Mediante esta técnica se confirmó la estructura 
morfológica y molecular típica del exosoma, con la doble membrana lipídica característica de estas 
nanovesículas y con inmunorreactividad positiva para ALIX y CD63 [187]. 
Continuando con el estudio de la caracterización de los exosomas, se analizó el perfil proteico 
exosomal de sujetos sanos y de asmáticos mediante western blot y espectrometría de masas (Fig. 25 y 
26; Tabla 9, Anexo I). Dentro de las proteínas identificadas, aunque existían proteínas exclusivas de 
exosomas de individuos sanos y de pacientes asmáticos, la mayoría se encontraron presentes en 
ambos tipos, entre las que se encontraron las proteínas clásicas del eosinófilo: ECP, EPO, MBP y 
EDN, las cuales también están presentes en los gránulos primarios y se ha descrito su papel 
fundamental en el asma [68]. También se identificaron otras proteínas importantes en la patogénesis 
del asma, como la periostina, y otras relacionadas con diferentes procesos celulares como la 
migración, la adhesión, la señalización celular, el estrés oxidativo y la inflamación, entre otros. Algunas 
de las proteínas descritas en estos exosomas se han identificado previamente en el proteoma completo 
del eosinófilo [155], confirmando el origen eosinofílico de los exosomas.  
Sorprendentemente, mediante espectrometría de masas no se identificaron los marcadores de 
exosomas que se habían determinado previamente por western blot (ALIX, CD63 y CD9), aunque sí 
se describieron otras proteínas características de exosomas, como las proteínas de choque térmico y 
las proteínas Rab. Probablemente, esto sea debido a que la espectrometría de masas es una técnica 
menos sensible que el western blot, ya que identifica péptidos específicos entre una ingente población 
de péptidos y los que están en una baja proporción podrían pasar desapercibidos en la identificación; 
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mientras que, mediante western blot, se busca una molécula específica y se amplifica la señal para poder 
detectarla. Respecto al contenido proteico, a nivel cualitativo, se ha observado que ambos tipos de 
exosomas son bastante similares y, aunque el análisis proteico exhibió pequeñas diferencias en su 
composición, estas fueron sutiles. Por lo tanto, la única diferencia objetiva existente entre ambas 
poblaciones, hasta este punto del estudio, es que los eosinófilos de pacientes asmáticos liberan mayor 
cantidad de exosomas que los eosinófilos de sujetos sanos.  
Una de las características más importantes del asma Th2 o eosinofílico son los niveles incrementados 
de eosinófilos y de sus proteínas granulares, que están implicadas en los episodios de exacerbación 
del asma [53]. Las evidencias de que los exosomas de eosinófilos son funcionales, ya que contienen 
proteínas relevantes en el asma y la secreción es mayor en eosinófilos de pacientes asmáticos, indicaría 
que estos exosomas podrían estar desempeñando un papel esencial en esta enfermedad.  
5.2. ESTUDIO DEL EFECTO AUTOCRINO QUE EJERCEN LOS 
EXOSOMAS SOBRE LAS PRINCIPALES CÉLULAS EFECTORAS DEL 
ASMA: LOS EOSINÓFILOS 
Actualmente, no existen estudios de los efectos que tienen los exosomas de eosinófilos en diferentes 
enfermedades, y en concreto en el asma, ya que esta es la primera vez que se define su existencia y se 
caracterizan sus propiedades. 
Recientemente, varias publicaciones han hecho hincapié en la relación que existe entre los exosomas 
y diferentes enfermedades alérgicas, como el asma [104,106,188,189], estableciéndose una asociación 
entre exosoma y enfermedad. En este contexto, también se han descrito algunos de los efectos que 
tienen los exosomas de diferentes tipos celulares en diversas patologías, incluida el asma 
[104,190,191]. Sin embargo, el origen de los exosomas no ha sido examinado en cada patología de 
manera individual, lo que impide evaluar el efecto particular que tiene cada subpoblación de exosomas 
sobre la patogenia. Por ello, el siguiente paso fue demostrar los efectos que ejercen los exosomas de 
origen eosinofílico sobre los propios eosinófilos. 
Los eosinófilos son granulocitos polimorfonucleares que desempeñan un papel crucial en 
enfermedades de distinta índole, como son las infestaciones parasitarias por helmintos y el asma. 
Mientras que en la infestación helmíntica el eosinófilo desempeña un papel protector, en el contexto 
de la patología asmática el eosinófilo contribuye al establecimiento y desarrollo de la enfermedad a 
través de diferentes mecanismos, por ejemplo mediante la liberación de citocinas Th2, incluida la IL-
5 [192], quimiocinas, leucotrienos, así como las proteínas básicas citotóxicas (MBP, EDN, EPO y 
ECP) [193]. La liberación de todos estos mediadores promueve y contribuye a la inflamación, a la 
hiperreactividad y remodelado de las vías respiratorias, a la hipersecreción de moco y al daño tisular 
[184].  
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En el presente estudio se ha descrito que los exosomas de eosinófilos contienen un número relevante 
de proteínas, entre las que se encuentran importantes componentes funcionales de estas células (Fig. 
25; Tabla 9, Anexo I). Por lo tanto, es probable que la liberación de exosomas contribuya al desarrollo 
de las características del asma, actuando directamente sobre las células y alterando diferentes 
funciones celulares, no solo en células adyacentes, sino también en estructuras celulares de ubicación 
más alejada. Por esta razón, era imprescindible conocer si los efectos de los exosomas procedentes 
de eosinófilos de pacientes asmáticos eran similares a los de exosomas procedentes de eosinófilos de 
sujetos sanos o, por el contrario, dependían del estado patológico del individuo.  
A pesar de que los eosinófilos poseen una vida media limitada en condiciones normales, la acción de 
varias citocinas como IL-3, IL-5, IL-13 y GM-CSF [194], producidas de manera autocrina o por otros 
tipos celulares, incrementan la supervivencia del eosinófilo en la sangre periférica y en el pulmón, 
disminuyendo su muerte por apoptosis [195] y favoreciendo la eosinofilia característica del asma. En 
el presente estudio, se ha constatado un menor porcentaje de apoptosis en los eosinófilos de origen 
asmático en comparación con los eosinófilos de sujetos sanos, tanto en presencia como en ausencia 
de exosomas (Fig. 27). Gracias a esta menor tasa de muerte celular y a que la presencia de exosomas 
en el medio no modificó de manera reseñable la apoptosis, los eosinófilos permanecerían más tiempo 
en sangre periférica y/o en el foco inflamatorio, pudiendo perpetuar el daño. Todos estos hallazgos 
concuerdan con investigaciones realizadas previamente, donde se ha demostrado que los eosinófilos 
de pacientes asmáticos tienen una tasa de apoptosis menor que la de los eosinófilos de individuos 
sanos, favorecido principalmente por la presencia de las citocinas anti-apoptóticas [194].  
En el desplazamiento de los eosinófilos desde el torrente circulatorio hacia los tejidos, estas células 
reciben señales específicas para poder acceder a la zona de inflamación, debiendo atravesar el 
endotelio. La adhesión y la migración son procesos cuidadosamente regulados por la acción de varias 
citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesión [196]. Los eosinófilos expresan en su superficie celular 
un conjunto de moléculas de adhesión que les permite interaccionar con las células del endotelio, 
posibilitando así su anclaje y extravasación hacia el foco inflamatorio. La presencia de los exosomas 
de origen asmático incrementó la expresión de dichas proteínas transmembrana de adhesión 
(integrinas) en la superficie del eosinófilo, aumentando con ello su capacidad de adhesión (Fig. 29).  
Las integrinas son proteínas transmembranales heterodiméricas cuya función principal es la 
mediación de la interacción y adhesión entre las células y la matriz extracelular. A través de sus 
regiones citoplasmáticas, las integrinas se asocian con múltiples proteínas como son las encargadas 
de reorganizar el citoesqueleto y otras responsables de producir una señalización intracelular 
adecuada, modulando el crecimiento celular y la apoptosis [197,198]. En el presente estudio se ha 
descrito el aumento de la expresión en la superficie de los eosinófilos de alguna de estas integrinas en 
presencia de los exosomas de pacientes asmáticos (Fig. 34), concretamente ICAM-1 y la subunidad 
α2 que forma parte del dímero α2β1 (VLA-2), la cual tiene capacidad de unión al colágeno de tipo I y 
III. A pesar de que ICAM-1 no se encuentra muy expresada en la superficie de los eosinófilos, cuando 
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estos interactúan con ciertos mediadores solubles como TNF-α, IFN-γ e IL-3, su expresión se ve 
aumentada de manera considerable [199]. También se ha comprobado que las integrinas α1β1 y α2β1 
están vinculadas con procesos implicados en el desarrollo de la adhesión de los eosinófilos y la 
transmigración de estos desde los vasos sanguíneos hacia las vías respiratorias [200]. Todas estas 
proteínas juegan un papel fundamental a la hora de direccionar a los eosinófilos hacia los sitios donde 
la inflamación tiene lugar, siendo este foco inflamatorio, en el caso del asma, el pulmón [201-204]. 
Probablemente, otra de las funciones que podrían tener estas integrinas es la de interaccionar con los 
exosomas mediante otras proteínas de superficie presentes en estas nanovesículas, de tal manera que 
facilitaría la captura y entrada de los exosomas hacia el interior celular donde ejercerían sus funciones. 
En este estudio se ha demostrado que los exosomas son captados por los eosinófilos e internalizados 
hacia el citoplasma (Fig. 39), del mismo modo que ha sido descrito en otros tipos celulares [205-207]. 
Probablemente esto ocurra mediante la interacción entre integrinas, aunque para corroborarlo sería 
necesario realizar más estudios.  
La migración es otro proceso fundamental, e íntimamente asociado a la adhesión, que permite la 
llegada de los eosinófilos al foco inflamatorio desde el torrente circulatorio. Dicha migración se 
produce gracias a la acción de varias señales quimiotácticas y de diferentes citocinas, siendo las 
principales responsables de la acumulación de los eosinófilos en los pulmones [208,209].  
Los exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos mostraron la capacidad de incrementar la 
migración de los eosinófilos (Fig. 31), actuando como estímulos quimiotácticos y no como agentes 
quimiocinéticos (Fig. 33), ya que provocaron un movimiento dirigido de estas células. Varios estudios 
han demostrado que los exosomas de varios tipos celulares poseen propiedades quimiotácticas [162], 
comportándose de igual manera que los exosomas descritos en el presente trabajo. Aunque en la 
composición proteica de los exosomas no se observaron las quimiocinas “clásicas” del eosinófilo 
(RANTES, CCL11, CCL26), sí se encontraron otras proteínas que han sido descritas como 
quimioatrayentes como son: S100-A8, S100-A9, EDN, la anafilatoxina C3a y otras moléculas del 
metabolismo de las prostaglandinas y leucotrienos [210-212]. Aunque estas proteínas se encuentran 
presentes en los exosomas de ambos orígenes, se demostró que los exosomas de individuos sanos no 
impulsan la migración dirigida de los eosinófilos. A nivel cualitativo la composición proteica de ambos 
tipos de exosomas era muy similar; por tanto, los efectos quimiotácticos observados en los exosomas 
de pacientes asmáticos podrían estar causados por la mayor cantidad de alguna de estas proteínas en 
este tipo de exosomas, aunque los mecanismos que subyacen a esta migración no están del todo 
claros.  
Asociado a este proceso migratorio se observó que los eosinófilos migrados debido al efecto 
quimiotáctico que ejercen los exosomas, tenían una mayor expresión del receptor de quimiocinas 
CCR3 (Fig. 35). Este receptor es capaz de orquestar la actividad de las eotaxinas e inducir señales 
intracelulares que desencadenan diversos procesos, como la activación del flujo de calcio y la 
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polimerización de actina, favoreciendo de esta manera la migración [213-215]. Al no haber 
identificado en los exosomas los ligandos conocidos de este receptor, probablemente algunas de las 
proteínas contenidas en estas nanovesículas podrían estar actuando como ligando de CCR3, 
favoreciendo su expresión y, en última instancia, la migración. 
Una vez que las células han migrado al foco inflamatorio, es allí donde producen la liberación de 
ciertos mediadores pro-inflamatorios, entre los que se encuentran diferentes citocinas, NO y ROS, 
aumentando con ello el estrés oxidativo de la célula. A bajos niveles de estrés oxidativo, los 
antioxidantes pueden restaurar la homeostasis redox celular; sin embargo, cuando los niveles de 
estímulos oxidativos aumentan, se activan una serie de mecanismos y señalizaciones intracelulares 
que desencadenan los procesos inflamatorios [216]. Dentro de las ROS se encuentran diferentes 
compuestos como el anión superóxido (O2-) [216], el cual puede reaccionar con el NO para formar 
el peroxinitrito (ONOO-) siendo un potente agente oxidativo que daña la estructura de las proteínas, 
alterando su función y agravando los procesos inflamatorios [217,218]. Por esta razón, el NO y las 
ROS son mediadores importantes en la patogénesis del asma, existiendo un desequilibrio entre la 
síntesis y degradación de estas ROS, lo cual ejerce un efecto perjudicial sobre las células y tejidos de 
las vías respiratorias [219].  
En el presente estudio, se ha demostrado que el aumento de la liberación de ROS y NO que ocurre 
en los eosinófilos se produce como consecuencia de la presencia de los exosomas de pacientes 
asmáticos, existiendo un mecanismo de regulación autocrina positiva (Fig. 36 y 38). Esto puede 
generar un agravamiento de la inflamación, induciendo daño en el epitelio respiratorio y promoviendo 
la exacerbación del asma. La producción de ROS es un proceso que ocurre en múltiples tipos celulares 
(neutrófilos, monocitos, macrófagos y células estructurales del pulmón, como las células epiteliales y 
las células del músculo liso bronquial [219-221]), entre los que se encuentran los eosinófilos, ya que 
poseen la maquinaria enzimática necesaria para producir estas ROS y el NO, como son la EPO y la 
óxido nítrico sintetasa (NOS). 
En este proceso de liberación de ROS, los exosomas de sujetos sanos también incrementaron la 
producción de ROS en los eosinófilos (Fig. 38). Probablemente, este efecto sea debido a que dicha 
producción sea una respuesta inespecífica frente a cualquier agente extraño, como es la presencia de 
estos exosomas en el medio, activando ciertas vías de señalización que estarían desencadenando la 
generación de estos agentes oxidantes. Otra posible explicación se sustenta en la presencia de 
diferentes enzimas contenidas en los exosomas y relacionadas con el estrés oxidativo como la catalasa 
o la peroxidasa del eosinófilo. Estas enzimas, las cuales pueden ser biológicamente funcionales, son 
comunes a ambos tipos de exosomas, lo que ayudaría a la generación de estas ROS. 
En resumen, en esta parte del estudio se ha confirmado cómo los exosomas de eosinófilos de 
pacientes asmáticos son captados e internalizados por los propios eosinófilos, induciendo cambios 
en diversas funciones celulares asociadas con el asma. Por otra parte, la presencia de exosomas de 
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individuos sanos no afecta a las células del mismo modo que lo hacen los exosomas de origen 
asmático. Así, estos exosomas eosinofílicos derivados de pacientes con asma inducen una regulación 
autocrina pudiendo contribuir, entre otras cosas, al establecimiento y exacerbación de la enfermedad. 
5.3. EFECTO E INTERACCIÓN DE LOS EXOSOMAS DE 
EOSINÓFILOS SOBRE LA ESTRUCTURA PULMONAR: CÉLULAS 
EPITELIALES Y MUSCULARES DE LAS VÍAS RESPIRATORIAS 
El remodelado de las vías respiratorias junto a la hiperreactividad bronquial son unas de las principales 
características de la patología asmática. En estos procesos se encuentran implicadas, principalmente, 
las células del músculo liso bronquial y las células epiteliales de las vías respiratorias, aunque también 
participan diferentes células efectoras como los eosinófilos, los linfocitos Th2 y los mastocitos. Todas 
estas células son capaces de producir y liberar estímulos pro-contráctiles y mediadores pro-
inflamatorios (IL-4, IL-9 e IL-13) que inducen la hipersecreción de moco, la hiperplasia de las células 
caliciformes y el incremento de la hiperreactividad de las vías respiratorias [222]. Todos estos procesos 
producen la alteración y el daño del epitelio respiratorio, la deposición sub-epitelial de colágeno y la 
hiperplasia de las células del músculo liso de las vías respiratorias [223], dando como resultado el 
engrosamiento de la pared bronquial y la reducción del flujo de aire. 
El epitelio bronquial es la principal barrera contra las partículas, agentes nocivos y contaminantes del 
exterior, ejerciendo un papel esencial en la defensa del organismo. Cuando se produce un daño en el 
epitelio, estas células aumentan la expresión y secreción de varias citocinas como la TSLP, la IL-25, 
la IL-33 y las quimiocinas CCL11, CCL24 y CCL26, amplificando la respuesta Th2 y promoviendo 
el reclutamiento de varios tipos celulares hacia las vías respiratorias, entre los que se encuentran los 
eosinófilos. 
Las células del músculo liso bronquial son las principales células efectoras de la regulación del tono 
broncomotor (broncodilatación y broncoconstricción) en respuesta a diversos neurotransmisores, 
mediadores pro-inflamatorios y otras sustancias exógenas [224]. Estas células también participan en 
la regulación del proceso inflamatorio de la mucosa mediante la secreción de citocinas, mediadores y 
enzimas pro-inflamatorias. La interacción entre las células del músculo liso de las vías respiratorias y 
los diferentes factores del medio genera cambios en la contractilidad de la musculatura, produciendo 
tanto hipertrofia como hiperplasia, que son alteraciones características de la patología asmática [225]. 
Los diferentes estímulos provocan la modificación y el engrosamiento de la capa muscular lisa, 
generando un estrechamiento de las vías respiratorias y produciendo, en último lugar, la obstrucción 
variable del flujo respiratorio, característica patognomónica del asma. 
Debido a la importancia de estos dos tipos celulares en el asma, en el presente trabajo se ha 
demostrado el papel que ejercen los exosomas derivados de eosinófilos de pacientes asmáticos sobre 
estas células estructurales, modificando varios de los procesos característicos de dichas células y 
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alterando el patrón de expresión de varias citocinas y moléculas asociadas al remodelado de las vías 
respiratorias. 
Al estudiar el mecanismo de actuación de los exosomas en estos dos tipos celulares, se demostró que 
los exosomas se internalizan al interior celular donde ejercerán sus funciones (Fig. 48 y 54). 
Principalmente, existen dos tipos de mecanismos por los cuales los exosomas pueden desempeñar su 
función sobre las células: mediante la internalización de las nanovesículas completas hacia el 
citoplasma, o por la fusión de las membranas del exosoma y de la célula, y el posterior vertido del 
contenido de los exosomas hacia el citoplasma [226]. El mecanismo más común suele ser la 
endocitosis de las vesículas completas, ya sea mediada por clatrina, por balsas lipídicas, por caveolina, 
por macropinocitosis o por fagocitosis y, concretamente, en el caso de las células estructurales del 
pulmón se ha demostrado que este es el mecanismo principal de captación de exosomas [207]. Sin 
embargo, los procesos concretos que ocurren deberían ser objeto de estudio en mayor profundidad. 
Al demostrar que los exosomas de sujetos sanos también eran captados por las células estructurales 
del pulmón, se evaluaron los efectos que ejercían este tipo de exosomas sobre dichas células. Se 
comprobó que no existía ninguna alteración significativa en los procesos estudiados. Probablemente, 
la falta de efectos puede ser debida al estado de activación de los eosinófilos, ya que en la patología 
asmática estas células se encuentran activadas a causa de todos los estímulos específicos presentes en 
el microambiente inflamatorio pulmonar de los individuos asmáticos [227]. 
5.3.1. Efecto de los exosomas eosinofílicos de origen asmático sobre las células 
epiteliales de vías respiratorias pequeñas 
Una de las consecuencias del remodelado bronquial es la generación de daño en el epitelio 
respiratorio. La cicatrización disfuncional de la herida ha demostrado que puede desencadenar las 
características patognomónicas del asma, lo cual sugiere que la reparación epitelial es esencial para 
mantener la funcionalidad inmunológica del epitelio contra agentes externos. Es conocido que los 
eosinófilos activados liberan productos tóxicos, entre los que se encuentran las proteínas catiónicas, 
que inducen daño en las células del epitelio respiratorio [228], por lo que se pensó que los exosomas 
eosinofílicos de pacientes asmáticos podrían ejercer los mismos efectos que los eosinófilos per se, 
retrasando la cicatrización de la herida e induciendo la apoptosis epitelial, seguramente, promovido 
por la presencia de proteínas básicas contenidas en los exosomas. Cuando los exosomas de 
eosinófilos de pacientes asmáticos estuvieron presentes en el medio, promovieron la apoptosis de las 
células epiteliales y el retraso de la reparación del daño epitelial establecido, prolongando el daño 
tisular y el estado de inflamación (Fig. 40, 41 y 42).  
El epitelio respiratorio, además de servir como barrera protectora, es capaz de orquestar la respuesta 
inflamatoria liberando diversas moléculas pro-inflamatorias [42,229]. En el presente estudio se ha 
demostrado que los exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos son capaces de aumentar la 
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expresión de genes importantes en la respuesta inflamatoria por parte de las SAEC, manteniendo 
elevada su expresión cuando el daño está establecido, de manera que podría asemejarse a episodios 
de exacerbación del asma [230,231].  
En la aproximación experimental y simulación de las etapas tempranas del asma (SAEC en presencia 
de exosomas de pacientes asmáticos sin daño epitelial establecido), existió un aumento rápido de la 
CCL26 y la POSTN, mientras que la expresión de TNF se incrementó a tiempos más largos (Fig. 43). 
Esto parece indicar que, en estadios tempranos de la enfermedad, estas células ayudan al 
reclutamiento de leucocitos, entre los que se encuentran los eosinófilos, generando un ambiente de 
inflamación. Sin embargo, en la simulación de estadios tardíos de la enfermedad (con daño epitelial 
presente), las SAEC en presencia de exosomas de pacientes asmáticos originaron un incremento 
rápido de la expresión de genes que codifican citocinas pro-inflamatorias como el TNF, que ayuda al 
mantenimiento del estatus inflamatorio, en detrimento de otras quimiocinas que fueron producidas 
a tiempos más largos para continuar con el reclutamiento de leucocitos hasta el sitio de inflamación 
(Fig. 45). En el contexto del asma, este aumento de la expresión de factores pro-inflamatorios y 
quimiocinas favorecería la aparición de inflamación y de eosinofilia, generando un bucle inflamatorio 
asociado a la gravedad de la enfermedad [232,233]. 
La periostina es una proteína de 90 kDa de la matriz extracelular, que interactúa con múltiples 
integrinas, estando involucrada en diferentes procesos como la fibrosis [234]. En el modelo propuesto 
en este estudio de las SAEC, el incremento de la expresión de la periostina está provocado por la 
presencia de los exosomas procedentes de pacientes asmáticos. Esta proteína podría estar actuando 
como una matriz de unión celular aumentando el infiltrado celular inflamatorio, lo que facilitaría el 
paso de los eosinófilos hacia los tejidos, creando una retroalimentación inflamatoria y potenciando el 
estatus de inflamación pulmonar. Estudios previos han confirmado una mayor expresión de la 
periostina en las vías respiratorias de los pacientes asmáticos en comparación a la de los individuos 
sanos, existiendo una correlación positiva entre los eosinófilos y el fenotipo Th2 [232,235].  
El TNF-α es una citocina que modula la inflamación, favoreciendo el estado patológico de diversas 
enfermedades como el asma. Su acción es especialmente importante en diferentes procesos como la 
acumulación de leucocitos, el estrés oxidativo, la apoptosis, la proliferación celular y el remodelado 
de los tejidos [236,237]. Principalmente, es producida por macrófagos y monocitos [238,239], aunque 
también puede ser generada por otros tipos celulares, incluyendo las células epiteliales de las vías 
respiratorias [240]. En el presente estudio, el hecho de que las células epiteliales incrementen la 
expresión de esta citocina en presencia de exosomas de pacientes asmáticos, estaría favoreciendo el 
aumento de la apoptosis descrito en estas células. Aparte de actuar como citocina pro-inflamatoria, 
ejerce un efecto quimioatrayente sobre los eosinófilos [241], al igual que la eotaxina-3/CCL26. Por 
lo tanto, el aumento de expresión de estas citocinas y quimiocinas en las células epiteliales en presencia 
de exosomas procedentes de eosinófilos purificados de pacientes asmáticos, confirma el papel de 
dichos exosomas como agentes promotores de la inflamación. 
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Los procesos alterados por la acción de los exosomas de origen asmático en las células epiteliales 
están regulados por diversas vías de señalización. Diferentes estudios han demostrado el papel de las 
vías PI3K/AKT y JAK/STAT en el desarrollo de las características del asma. Estas vías se han 
vinculado con procesos tales como la supervivencia celular, el crecimiento y la proliferación, la 
migración, la motilidad y la cicatrización del daño epitelial [242-245]. 
En el presente estudio se ha descrito que en las SAEC, a las 24 h, existe una disminución del estado 
de fosforilación de dos factores claves en estas vías: STAT3 y AKT, debido a la acción de los 
exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos (Fig. 47). Esta disminución de la fosforilación de 
ambos factores podría estar relacionada con el aumento en la apoptosis de las células epiteliales 
observado a las 24 h (Fig. 40 y 41), así como con la pérdida de motilidad y migración que generan el 
retraso en la cicatrización de la herida en el mismo punto temporal (Fig. 42). Estos resultados 
concuerdan con los conocimientos previos que se tienen sobre estos factores, ya que STAT3 ejerce 
un papel anti-apoptótico, activando diferentes mecanismos que bloquean la muerte celular [246] y 
promoviendo la regeneración epitelial después del daño [247]. Por otro lado, el factor de señalización 
AKT ha sido caracterizado como un elemento crítico en la regulación y el bloqueo de la apoptosis, 
así como en el mantenimiento de la supervivencia celular [248]. También, se ha descrito que la 
cicatrización epitelial es dependiente de los niveles celulares de pAKT, y la presencia de inhibidores 
de la fosforilación de este factor atenúan la reparación del epitelio [244].  
En resumen, se ha demostrado que los exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos modifican 
diferentes funciones de las células epiteliales de las vías respiratorias: aumentan la apoptosis de estas 
células y disminuyen la capacidad de reparación del daño establecido, incrementan la expresión génica 
de citocinas y de moléculas pro-inflamatorias, y alteran los niveles de fosforilación de los factores 
AKT y STAT3. 
5.3.2. Efecto de los exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos sobre las 
células del músculo liso bronquial 
La proliferación de las células del músculo liso bronquial contribuye al remodelado de las vías 
respiratorias, siendo el principal factor etiológico en el estrechamiento de las vías respiratorias que 
acompañan a esta enfermedad [249].  
En este estudio se ha demostrado que los exosomas de eosinófilos de pacientes asmáticos participan 
activamente en la hiperplasia de las células del músculo liso bronquial. Aunque a las 24 y 48 h no se 
observaron cambios en la proliferación, sí que existía un aumento a las 72 h en las células cultivadas 
con exosomas de origen asmático (Fig. 49). Aunque no existen estudios previos realizados con 
exosomas de eosinófilos, sí que se han descrito propiedades proliferativas de los exosomas 
procedentes de otros tipos celulares sobre las células del músculo liso del pulmón. Un estudio 
realizado en células del músculo liso de las vías respiratorias de caballo demostró que los exosomas 
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liberados por los neutrófilos modulan la apoptosis e inducen la proliferación de estas células, 
contribuyendo al proceso de remodelado de las vías respiratorias [207]. 
Pese a que los mecanismos que regulan estos procesos de proliferación no están completamente 
establecidos, sí se conoce la relación que existe entre la expresión del factor pERK1/2, de la familia 
de las MAPK, y los procesos de crecimiento, proliferación, migración y apoptosis [250,251]. En el 
modelo planteado en el presente trabajo, se demuestra la vinculación existente entre el incremento 
de la proliferación de las BSMC en presencia de exosomas de pacientes asmáticos y la activación de 
la vía ERK1/2 (Fig. 50). Estos resultados quedaron respaldados por los ensayos de inhibición de la 
fosforilación del factor ERK1/2, en los cuales la proliferación de las BSMC disminuyó cuando estas 
células se incubaron con un inhibidor específico de pERK1/2 previo a la adición de los exosomas de 
origen asmático (Fig. 51). En este contexto, otros estudios han descrito la regulación de la 
proliferación de las células del músculo liso bronquial mediante las vías de señalización ERK y PI3K 
[252], así como la relación existente entre la proliferación de estas células y la vía ERK1/2, donde las 
células del músculo liso bronquial de pacientes asmáticos tienen una mayor actividad de esta vía que 
las procedentes de los sujetos sanos [253], avalando los resultados encontrados en el presente estudio. 
Por otra parte, las células del músculo liso bronquial contribuyen al establecimiento de la inflamación 
liberando al medio extracelular diversas moléculas pro-inflamatorias y otros mediadores implicados 
en el remodelado bronquial. Por esta razón, se evaluó la expresión de ciertos genes relevantes en la 
patología asmática, en las células del músculo liso bronquial, en presencia o no de exosomas de 
eosinófilos de origen asmático. En este caso concreto, se observó que existían dos genes cuya 
expresión estaba aumentada en estas células a las 24 h debido a la presencia de los exosomas de 
pacientes asmáticos: CCR3 y VEGFA (Fig. 52).  
La vinculación de CCR3 al proceso de proliferación a través de la cascada de las MAPK ha sido 
previamente descrita [254]. La unión a este receptor de varias quimiocinas como eotaxinas, RANTES, 
MCP-2 y la proteína inflamatoria de macrófagos 1 delta (MIP-1δ), induce la activación de diferentes 
vías de señalización, entre las que se encuentra la vía de las MAPK. Con estos resultados, cabría 
esperar que el incremento de la proliferación anormal de las células del músculo liso bronquial 
observado en presencia de exosomas de pacientes asmáticos, pudiera ocurrir a través de CCR3, que 
induciría la fosforilación de ERK1/2 generando la proliferación de las células [255,256]. Además de 
este receptor, se observó un aumento de la expresión génica de VEGFA en presencia de exosomas 
de pacientes asmáticos. Este factor juega un papel importante en el remodelado bronquial y en la 
angiogénesis [257]. Por lo tanto, el aumento de su expresión demuestra, una vez más, la implicación 
de los exosomas de eosinófilos de origen asmático en otro de los procesos característicos de la 
patología asmática: la angiogénesis. 
Esta parte del estudio confirma la repercusión que tienen los exosomas de pacientes asmáticos sobre 
las células del músculo liso bronquial, incrementando su proliferación mediante la activación de la vía 
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de señalización ERK1/2 y aumentando la expresión génica de varios factores asociados a los procesos 
del remodelado bronquial y de la angiogénesis.  
5.4. IDENTIFICACIÓN DEL PERFIL DIFERENCIAL DE miARN 
ENTRE EOSINÓFILOS DE SUJETOS SANOS Y ASMÁTICOS 
Existen otras moléculas potencialmente importantes en el control y establecimiento del asma: los 
miARN. Estos pequeños ARN no codificantes ejercen una regulación sobre la expresión de múltiples 
genes implicados en diversos mecanismos celulares, reprimiendo la traducción y regulando 
numerosos procesos, tanto en condiciones homeostáticas como patológicas [258,259]. 
Durante los últimos años, numerosos trabajos han establecido una relación entre los miARN y las 
enfermedades pulmonares como el asma. Estos estudios se han desarrollado en diferentes tipos 
celulares como linfocitos, células epiteliales y del músculo liso de las vías respiratorias, células 
mononucleares de sangre periférica, y en diversas muestras biológicas como suero, lavados 
broncoalveolares y condensado de aire exhalado [260,261]. Sin embargo, no existen estudios de 
miARN específicos de eosinófilos y asma. Debido a esta limitación, esta parte del trabajo se focalizó 
en el estudio comparativo del perfil de miARN que existía entre los eosinófilos procedentes de sujetos 
sanos y de pacientes asmáticos. De la misma manera, se determinó cuáles de esos miARN estaban 
diferencialmente expresados en los exosomas secretados por los eosinófilos. 
El análisis del perfil completo de miARN presentes en eosinófilos se realizó mediante secuenciación 
de nueva generación. Esto confiere una ventaja a este estudio, ya que la mayor parte de los trabajos 
elaborados utilizan un panel preestablecido de miARN [262,263], lo que limita el número de miARN 
descritos; sin embargo, con la secuenciación masiva no existe tal limitación, ya que se obtiene el perfil 
completo de miARN presente en la muestra. Esto posibilita la obtención de un análisis y unos 
resultados más específicos y sin ningún sesgo.  
Inicialmente, se observaron 24 posibles miARN diferencialmente expresados entre sujetos sanos y 
pacientes asmáticos. Tras la validación y confirmación por RT-qPCR en una cohorte mayor, se 
describió un perfil de 14 miARN eosinofílicos alterado entre ambas condiciones (Fig. 55). Entre los 
14 miARN reseñados, existen algunos que han sido previamente descritos y asociados a la patología 
asmática como miR-21-5p, miR-185-5p, miR-146b y miR-629-5p [264-266], mientras que otros se 
postulan como nuevos candidatos. El miR-21 es uno de los mejor estudiados, ya que este miARN se 
encuentra aumentado en las vías respiratorias de asmáticos y está asociado al aumento de la 
eosinofilia, promoviendo el crecimiento de los precursores de los eosinófilos. Esto lo convierte en 
una posible diana terapéutica para el tratamiento del asma [267], concretamente, del asma eosinofílica. 
Aunque de manera colectiva se han identificado más de 90 miARN diferencialmente expresados entre 
las condiciones sano y asma [106,262,268], este es el primer estudio realizado con miARN 
eosinofílicos en el contexto de la patología asmática, siendo el presente trabajo pionero en este campo. 
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La expresión diferencial de miARN entre pacientes con asma e individuos no asmáticos es poco 
probable que sea solo un mero fenómeno epigenético, ya que está demostrado que los miARN 
afectan, directa o indirectamente, a la expresión de múltiples genes asociados con la respuesta 
inflamatoria [269,270]. Esta puede ser una de las razones por las cuales el perfil identificado de 
miARN de eosinófilos es capaz de discriminar entre las condiciones de estudio (Fig. 56). 
Estudiando más en detalle los grupos constituidos, se puede observar que el perfil de miARN de 
eosinófilos no solo es capaz de distinguir los grupos sano y asma sino que, dentro del grupo de los 
asmáticos, existe una división que da lugar a dos subgrupos (Fig. 56). Al analizar los parámetros 
clínicos de los individuos pertenecientes a cada subgrupo de estudio, se observaron diferencias en el 
porcentaje de eosinófilos en sangre periférica y en los niveles de periostina en plasma (Fig. 57). La 
periostina está considerada como un biomarcador de la inflamación de las vías respiratorias y su 
expresión está aumentada en el asma. Además, niveles altos de periostina en suero se han asociado 
con una mayor disminución de la función pulmonar de los pacientes asmáticos [271]. Teniendo en 
cuenta estos dos parámetros, se puede clasificar a los individuos asmáticos en dos endotipos 
diferentes: Th2 “bajo” (menor gravedad y ausencia de eosinofilia) y Th2 “alto” (mayor gravedad y 
eosinofilia sistémica) [22]. Según esta clasificación y en base a los resultados obtenidos, el perfil de 
miARN establecido en este estudio podría distinguir diferentes niveles de gravedad dentro de la 
patología. 
Los exosomas transportan miARN en su interior, los cuales ejercen una función génica reguladora 
muy importante en las células diana [106]. Por ello, se evaluaron en los exosomas eosinofílicos de 
origen sano y asmático los 14 miARN diferenciales encontrados en eosinófilos (Fig. 58). Entre los 
miARN alterados se encontró el miR-5100, el cual se encuentra aumentado en sujetos con patologías 
pulmonares, como el cáncer de pulmón de células no pequeñas [272], aunque no hay nada 
previamente descrito en el asma. Varios de los miARN diferencialmente expresados en estos 
exosomas (miR-320a, miR-21-5p y miR-185-5p) tienen un papel conocido en la inflamación y en el 
asma [273], mientras que otros podrían ser considerados como nuevos candidatos potenciales para 
ser biomarcadores en esta enfermedad (miR-1246 y miR-1290).  
Las diferencias de expresión entre los miARN de exosomas de ambos orígenes permiten separar a 
los dos grupos de estudio (sano y asma), como se demuestra en el análisis de componentes principales 
(Fig. 59), indicando que las diferencias observadas en la expresión están asociadas con la patología. 
Estos resultados están respaldados por otro estudio donde se describe un conjunto de miARN 
exosomales capaz de discriminar la condición de asma alérgico de la condición de sano [106]. 
En resumen, se ha descrito la existencia de un perfil diferencial de 14 miARN de origen eosinofílico 
entre sujetos sanos y pacientes asmáticos, el cual discrimina ambos estatus. Entre estos miARN 
existen algunos ya descritos y otros que se postulan como nuevos candidatos. Asimismo, varios de 
estos miARN se han encontrado alterados entre exosomas eosinofílicos de ambas condiciones, lo 
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que podría ser una de las razones que explicarían los efectos que tienen los exosomas de sujetos 
asmáticos sobre los propios eosinófilos y sobre las células estructurales del pulmón. 
De los resultados derivados de la tesis se puede concluir que los exosomas de eosinófilos de pacientes 
asmáticos participan en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria en las vías respiratorias, 
incrementando la activación y el reclutamiento de eosinófilos de sangre periférica hacia los pulmones 
(1, 2 y 3; Fig. 60). Una vez allí, estos leucocitos ejercen sus efectos pro-inflamatorios sobre las células 
estructurales del pulmón, amplificando su acción por medio de los exosomas (4 y 5; Fig. 60). Esto 
establece una retroalimentación positiva que aumenta la expresión de diferentes factores implicados 
en el asma, promoviendo la expansión de la respuesta inflamatoria mediante el incremento de la 
infiltración celular y el remodelado de las vías respiratorias, lo que conduce al establecimiento de un 
estado de inflamación crónico (Fig. 60). 
 
Figura 60. Esquema de los procesos alterados, en los diferentes tipos celulares estudiados, por la 
acción de los exosomas de pacientes asmáticos. Los exosomas liberados por los eosinófilos de origen 
asmático son capaces de alterar diferentes funciones asociadas con las características de la patología asmática 
en los propios eosinófilos, en las células epiteliales y en las células del músculo liso bronquial. 
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Los eosinófilos de pacientes asmáticos son capaces de liberar exosomas al medio 
extracelular y actuar sobre los propios eosinófilos de manera autocrina, así como sobre otras 
células que forman parte de la estructura pulmonar y que participan de una manera 
fundamental en los procesos asociados a la patología asmática. Además, estos eosinófilos 
tienen un perfil diferencial de miARN capaz de discriminar a los pacientes asmáticos de los 
individuos sanos. 
Esta conclusión principal se sustenta en las siguientes conclusiones parciales: 
1. Los eosinófilos, tanto de pacientes asmáticos como de individuos sanos, son capaces de 
liberar exosomas al medio extracelular. 
 
2. La cantidad de exosomas secretada por los eosinófilos de pacientes con asma es 
significativamente superior que la liberada por los eosinófilos procedentes de sujetos no 
asmáticos.  
 
3. Los exosomas secretados por los eosinófilos de origen asmático tienen una repercusión sobre 
la funcionalidad de dichas células, incrementando su capacidad de migración y adhesión, así 
como la producción de óxido nítrico y de especies reactivas de oxígeno, procesos que 
contribuyen al daño pulmonar. 
 
4. Estos exosomas son capaces de retardar la reparación del daño epitelial establecido, así como 
de inducir hiperplasia en las células del músculo liso bronquial. Además, aumentan la 
expresión génica de ciertas citocinas y moléculas pro-inflamatorias y producen la alteración 
del patrón de fosforilación de factores de señalización implicados en el asma. 
 
5. Los exosomas liberados por eosinófilos de sujetos sanos tienen un comportamiento 
diferente al observado en los que proceden de eosinófilos de pacientes asmáticos, no 
ejerciendo cambios significativos en las células receptoras. 
 
6. Se ha definido una firma de miARN con expresión diferencial entre los eosinófilos de 
individuos sanos y de pacientes asmáticos, permitiendo diferenciar ambas condiciones. 
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  Exosomas de asmáticos Exosomas de sanos  
Número de 
acceso 
Nombre de la proteína 
Cobertura de 
secuencia (%) 
Péptidos 
coincidentes 
Cobertura de 
secuencia (%) 
Péptidos 
coincidentes 
Longitud de la 
secuencia (AAs) 
Peso molecular 
(kDa) 
pI teórico 
P31997 Antígeno CD66b o CD67 7,27 2     344 37,50 7,77 
F8W696 Apolipoproteína A-I 11,43 2     245 27,89 6,13 
P05090 Apolipoproteína D 8,99 2     189 21,26 5,15 
P20930 Filagrina 4,16 5     4061 434,92 9,25 
P02763 Glicoproteína ácida 1 alfa-1 21,89 4     201 23,50 5,02 
E9PNW4  Glicoproteína CD59 29,63 3     108 11,98 5,74 
C9JEV0 Glicoproteína zinc-alfa-2 18,06 3     227 26,34 5,73 
B4DJC3 Histona H2A 13,00 2     200 21,53 9,74 
P01859 
Inmunoglobulina pesada constante 
gamma 2 
7,36 2     326 35,88 7,59 
P29508-2 Isoforma 2 de la serpin B3 10,06 3     338 38,53 6,74 
P10599-2 Isoforma 2 de la tiorredoxina 25,88 2     85 9,45 6,04 
Q14574-2 Isoforma 3B de la desmocolina-3 3,46 2     839 93,40 6,32 
Q8TDL5 
Miembro 1 de la familia B con 
plegamiento BPI 
12,60 5     484 52,41 7,23 
P32119 Peroxirredoxina-2 18,69 4     198 21,88 5,97 
P00747 Plasminógeno 2,96 2     810 90,51 7,24 
B9A064 
Polipéptido similar a la inmunoglobulina 
lambda 5 
17,76 3     214 23,05 8,84 
P01833 
Receptor polimérico de la 
inmunoglobulina 
2,36 2     764 83,23 5,74 
F5H265 Poliubiquitina-C 45,64 3     149 16,83 6,58 
D6RBJ7 Proteína de unión a la vitamina D 4,60 2     348 38,77 5,50 
P62826 Proteína nuclear Ran de unión a GTP 14,81 3     216 24,41 7,49 
H3BMH2 Proteína Rab-11A relacionada con Ras 21,29 3     155 17,66 8,34 
P01834 
Región C de la cadena kappa de la 
inmunoglobulina 
33,02 2     106 11,60 5,87 
O15144 
Subunidad 2 del complejo proteico 2/3 
relacionado con actina 
11,00 3     300 34,31 7,36 
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Número de 
acceso 
Nombre de la proteína 
Cobertura de 
secuencia (%) 
Péptidos 
coincidentes 
Cobertura de 
secuencia (%) 
Péptidos 
coincidentes 
Longitud de la 
secuencia (AAs) 
Peso molecular 
(kDa) 
pI teórico 
P37802 Transgelina-2 13,07 2     199 22,38 8,25 
A0A0C4DGN4 
Zimógeno del homólogo B de la 
proteína granular 16 
12,92 3     178 19,59 5,95 
P18465 
Antígeno de histocompatibilidad HLA 
clase I, cadena alfa B-57 
    8,29 2 362 40,20 6,30 
P27797 Calrreticulina     6,95 2 417 48,11 4,44 
Q5HY54 Filamina-A     1,88 3 2607 276,38 6,05 
K7EQ48 Glucosa-6-fosfato isomerasa     9,07 3 474 53,37 8,68 
P20073-2 Isoforma 2 de la anexina A7     7,51 3 466 50,28 6,61 
P00390-5 
Isoforma 4 de la glutatión reductasa, 
mitocondrial  
    5,23 2 440 47,24 8,75 
P14780 Metaloproteinasa-9 de matriz     25,88 15 707 78,41 6,06 
P49913 Péptido antimicrobiano catelicidina     17,65 3 170 19,29 9,41 
P17213 
Proteína bactericida que aumenta la 
permeabilidad (CAP 57) 
    4,11 2 487 53,87 9,38 
Q04917 Proteína eta 14-3-3     8,94 2 246 28,20 4,84 
H0YMN7 Proteína Rab-8 relacionada con Ras     23,91 2 92 10,48 9,33 
P61586 Proteína transformante RhoA     10,88 2 193 21,75 6,10 
P68032 Actina alfa 1, músculo cardíaco  25,20 9 23,08 8 377 41,99 5,39 
H9KV75 Actinina alfa-1 3,65 3 16,30 11 822 94,77 5,69 
P06733 Alfa enolasa 20,51 7 18,43 6 434 47,14 7,39 
P04083 Anexina A1 34,10 12 47,40 15 346 38,69 7,02 
P08758 Anexina A5 35,31 11 19,69 5 320 35,91 5,05 
P01008 Anti-trombina (serpin C1) 4,31 2 6,90 3 464 52,57 6,71 
P16050 Araquidonato 15-lipoxigenasa 11,78 6 11,93 7 662 74,76 6,58 
P55072 
ATPasa del retículo endoplásmico 
transitorio 
23,57 15 23,82 15 806 89,27 5,26 
P60709 Beta-actina 28,53 10 29,87 10 375 41,71 5,48 
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Cobertura de 
secuencia (%) 
Péptidos 
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Peso molecular 
(kDa) 
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P00338 Cadena A de la L-lactato deshidrogenasa 6,63 2 11,14 3 332 36,67 8,27 
P68363 Cadena alfa-1B de la tubulina 19,96 7 16,63 6 451 50,12 5,06 
P19105 
Cadena ligera reguladora 12A de la 
miosina 
12,28 2 18,13 3 171 19,78 4,81 
P01876 
Cadena pesada constante alfa 1de la 
inmunoglobulina 
20,40 6 5,38 2 353 37,63 6,51 
Q5T985 
Cadena pesada H2 del inhibidor de la 
alfa-tripsina 
4,81 4 3,96 3 935 105,15 7,03 
P04040 Catalasa 19,35 8 25,05 11 527 59,72 7,39 
P08311 Catepsina G 15,69 3 18,82 4 255 28,82 11,19 
P00450 Ceruloplasmina (ferroxidasa) 3,10 3 3,85 4 1065 122,13 5,72 
G3V1A4 Cofilina 1, isoforma CRA_a 16,78 2 16,78 2 149 16,80 8,35 
P31146 Coronina-1A 15,40 6 13,88 7 461 50,99 6,68 
P02765 Fetuína-A 7,08 4 5,45 3 367 39,30 5,72 
H3BQN4 Fructosa-bisfosfato aldolasa 6,37 2 7,20 2 361 39,32 8,40 
P04406 Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 28,06 7 25,37 6 335 36,03 8,46 
P11413 Glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa 9,32 3 10,29 4 515 59,22 6,84 
P16403 Histona H1.2 11,27 3 15,96 5 213 21,35 10,93 
P04908 Histona H2A tipo 1-B/E 35,38 5 35,38 4 130 14,13 11,05 
P0C0S5 Histona H2A.Z  20,31 3 31,25 4 128 13,54 10,58 
O60814 Histona H2B tipo 1-K 43,65 7 30,95 4 126 13,88 10,32 
K7EK07 Histona H3 13,64 2 25,00 3 132 14,91 11,30 
P62805 Histona H4 53,40 10 53,40 10 103 11,36 11,36 
F5H2R5 Inhibidor 2 de la disociación Rho GDP 23,86 2 23,86 2 88 9,79 4,59 
P11215 Integrina alfa-M (CD11b) 24,31 23 15,54 15 1152 127,10 7,23 
P05107 Integrina beta-2 (CD18) 18,99 12 10,79 7 769 84,73 6,95 
P02751-12 Isoforma 12 de la fibronectina 2,69 4 3,14 5 2008 221,15 6,18 
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P52209-2 
Isoforma 2 de la 6-fosfogluconato 
deshidrogenasa, descarboxilada 
14,68 6 10,64 4 470 51,84 7,44 
P06396-2 Isoforma 2 de la gelsolina 17,51 10 18,47 10 731 80,59 5,85 
Q01518-2 
Isoforma 2 de la proteína 1 asociada a la 
adenilil ciclasa  
11,60 4 8,23 3 474 51,80 8,06 
P0DMV8-2 
Isoforma 2 de la proteína de choque 
térmico de 70 kDa 1A/1B 
13,99 6 19,28 9 586 63,90 5,71 
P61224-3 
Isoforma 3 de la proteína Rap-1b 
relacionada con Ras  
26,67 5 43,03 8 165 18,77 8,53 
F8WE65 Isomerasa peptidil-prolil cis-trans  21,67 3 29,17 4 120 13,01 6,77 
F8VV32 Lisozima 37,50 4 23,08 2 104 11,48 9,07 
P35579 Miosina-9 7,60 12 7,76 12 1960 226,39 5,60 
P26038 Moesina 4,51 3 6,41 4 577 67,78 6,40 
P10153 Neurotoxina derivada del eosinófilo 9,32 2 9,32 2 161 18,34 8,73 
Q15063 Periostina 7,66 5 2,27 2 836 93,26 7,53 
P11678 Peroxidasa del eosinófilo 33,01 27 32,45 27 715 80,99 10,29 
P14618 Piruvato quinasa PKM 24,29 10 29,00 12 531 57,90 7,84 
P07737 Profilina-1 47,14 5 37,14 4 140 15,04 8,27 
P63104 Proteína 14-3-3 zeta/delta  10,61 2 10,61 2 245 27,73 4,79 
P13727 Proteína mayor básica 31,08 5 23,87 4 222 25,19 6,76 
P12724 Proteína catiónica del eosinófilo 32,50 5 38,75 6 160 18,37 10,02 
O00299 Proteína del canal de cloro intracelular 1 21,16 4 21,16 4 241 26,91 5,17 
P01024 Proteína del complemento C3 2,53 5 2,41 5 1663 187,03 6,40 
H7BZ94 Proteína disulfuro-isomerasa 7,54 3 7,76 3 464 52,47 4,87 
P12273 Proteína inducible por prolactina 28,08 3 21,23 2 146 16,56 8,05 
P11021 Proteína regulada por glucosa de 78 kDa 6,42 3 5,66 3 654 72,29 5,16 
P05109 Proteína S100-A8 40,86 5 59,14 10 93 10,83 7,03 
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P06702 Proteína S100-A9 48,25 6 66,67 8 114 13,23 6,13 
E9PIT3 Protrombina 5,49 3 6,86 4 583 65,37 5,71 
Q96P63 Serpin B12 5,93 2 5,93 2 405 46,25 5,53 
P36955 Serpin F1 9,33 4 9,33 4 418 46,28 6,38 
P52907 
Subunidad alfa-1 de la proteína F-actina 
capsular 
13,99 3 8,74 2 286 32,90 5,69 
P04899 
Subunidad alfa-2 de la proteína G (i) de 
unión a nucleótidos de la guanina 
18,03 5 26,48 7 355 40,43 5,54 
Q6DRA6 Supuesta histona H2B tipo 2-D 15,24 2 15,24 2 164 18,01 10,58 
B1AH77 
Sustrato 2 de la toxina botulínica C3 
relacionado con Ras 
22,30 4 19,59 3 148 16,76 8,06 
Q9Y490 Talina-1 0,87 2 1,97 4 2541 269,60 6,07 
F2Z393 Transaldolasa 17,61 5 10,69 3 318 35,31 8,97 
P29401 Transcetolasa 9,47 5 4,98 2 623 67,83 7,66 
B0YJC4 Vimentina 3,94 2 10,90 5 431 49,62 5,25 
Tabla 9. Proteínas descritas en exosomas procedentes de eosinófilos de sujetos sanos y de pacientes asmáticos mediante espectrometría de masas. AAs, aminoácidos; 
kDa, kilodalton; pI, punto isoeléctrico. 
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